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CLAIMS 



1. Human pTrCP protein (h-pTrCP) for the targeting of proteins towards 
proteasome degradation pathways, characterized in that it has SEQ ID No. 2. 
5 2. Protein according to claim 1, characterized in that it is capable of 
interacting with proteins degradable by proteasome, especially those which possess 
the phosphorylation unit comprising the amino acids Asp-Ser-Glu-Xaa-Xaa-Ser, in 
which Xaa is any natural amino acid and the serine residues are phosphorylated. 

3. Protein according to claim 1 or 2, characterized in that it is capable of 
10 interacting with the Vpu protein of HIV-1 virus or with the cell proteins Ik{5 or (3- 

catenin. 

4. Protein according to claim 1, characterized in that it is capable of 
interacting with the Skplp protein. 

5. Protein according to claim 1 or 2, characterized in that it comprises the 
15 following units: 

amino acids 147-191, 
amino acids 259-292, 
amino acids 304-332, 
amino acids 343-372, 
amino acids 387-415, 
amino acids 427-455, 
amino acids 467-492, 
amino acids 516-544. 

6. Peptide fragments of the protein according to any one of claims 1 to 5 
25 which result from the addition, deletion and/or replacement of one or more amino 

acids, said peptide fragments having conserved the activity of interacting with the 
Vpu protein of HIV-1, the cell protein IkB or the cell protein p-catenin and/or with 
the Skplp protein. 

7. Nucleic acid sequences coding for the human protein h-PTrcp and the 
30 peptide fragments according to any one of claims 1 to 6, characterized in that they 

consist of: 

a) the DNA sequence SEQ ID No. 1 and the DNA sequences of the nucleic acid 
fragments coding for said peptide fragments; 

b) the DNA sequences which hybridize under strict conditions with the above 
35 sequences or one of its fragments; 



20 



- F-box: 

- first WD unit: 

- second WD unit: 

- third WD unit: 

- fourth WD unit: 

- fifth WD unit: 

- sixth WD unit: 

- seventh WD unit: 
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c) the DNA sequences which, due to the degeneracy of the genetic code, result 
from the sequences a) and b) above and code for the human protein h-{3Trcp or 
fragments thereof; and 

d) the corresponding mRNA and DNA sequences. 

5 8. Use of the h-pTrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the screening of anti-HIV-1 antiviral agents capable of 
inhibiting the interaction between the h-pTrCP protein and the Vpu protein. 

9. Use of the h-^TrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the screening of anti-HIV-1 antiviral agents capable of 

10 inhibiting the interaction between the h-pTrCP protein and the Skplp protein. 

10. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
anti-HIV antiviral agents capable of inhibiting the interaction between the h-pTrCP 
protein and the Vpu protein. 

11. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
15 anti-HIV antiviral agents capable of inhibiting the interaction between the h-^TrCP 

protein and the Skplp protein. 

12. Use of the h-pTrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the screening of antitumoral agents capable of perturbing the 
regulation of the cell cycle or the protein degradation processes in tumoral human 

20 cells by modulating the interaction between the h-pTrCP protein and the Skplp 
protein. 

13. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
antitumoral agents capable of perturbing the regulation of the cell cycle or the 
protein degradation processes in tumoral human cells by modulating the interaction 

25 between the h-£TrCP protein and the Skplp protein. 

14. Use of the h-^TrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the screening of anti-inflammatory agents capable of perturbing 
activation of the NFkB transcription factor by inhibiting the interaction between 
the h-^TrCP protein and the IkB protein. 

30 15. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
anti-inflammatory agents capable of perturbing activation of the NFkB 
transcription factor by inhibiting the interaction between the h-0TrCP protein and 
the IkB protein. 

16. Use of the h-{3TrCP protein or the peptide fragments according to any one 
35 of claims 1 to 6 for the screening of antitumoral agents capable of reactivating the 
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interaction between the h-pTrCP protein and a mutated p-catenin protein in 
tumoral cells, or between h-pTrCP and normal p-catenin in tumoral cells devoid of 
the APC protein. 

17. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
5 antitumoral agents capable of reactivating the interaction between the h-pTrCP 

protein and the mutated p-catenin protein in tumoral cells, or between h-pTrCP 
and normal P-catenin in tumoral cells devoid of the APC protein. 

18. Use of the h-pTrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the screening of anti-Alzheimer agents capable of reducing the 

10 degree of degradation of p-catenin by inhibiting the interaction between the h- 
pTrCP protein and the P-catenin protein. 

19. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the screening of 
anti-Alzheimer agents capable of reducing the degree of degradation of P-catenin 
by inhibiting the interaction between the h-pTrCP protein and the P-catenin 

15 protein. 

20. Use of the h-pTrCP protein or the peptide fragments according to any one 
of claims 1 to 6 for the detection of P-catenin mutations by yeast two-hybrid 
screening. 

21. Use of the nucleic acid sequences according to claim 7 for the detection of 
20 P-catenin mutations by yeast two-hybrid screening. 

22. Anti-HIV antiviral agents which consist of the peptide fragments of the h- 
PTrCP protein according to claim 4, devoid of the F-box. 

23. Anti-HIV antiviral agents which consist of the peptide fragments of the h- 
PTrCP protein according to claim 7, devoid of the WD units. 

25 24. Antibodies directed against the h-pTrCP protein or the peptide fragments as 
defined in any one of claims 1 to 6. 

25. Antisense oligonucleotides which block the transcription or translation of 
the h-pTrCP protein according to any one of claims 1 to 6 and which hybridize 
with a nucleic acid sequence according to claim 7. 
30 26. Antitumoral agents which consist of the peptide fragments of the h-pTrCP 
protein according to claim 7 and which possess the F-box. 

27. Antitumoral agents which consist of the peptide fragments of the h-pTrCP 
protein according to claim 7 and which have conserved both the WD units and the 
F-box. 

35 28. Anti-inflammatory agents which consist of the peptide fragments of the h- 
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PTrCP protein according to claim 7, devoid of the F-box. 

29. Transgenic animals which express a transgene for the h-pTrCP protein 
according to any one of claims 1 to 6. 

30. Transgenic animals in which the PTrCP gene has been invalidated. 

5 31. Expression vector, characterized in that it comprises a nucleic acid 
sequence according to claim 7 and the means necessary for its expression. 

32. Microorganisms or host cells transformed by an expression vector 
according to claim 31. 

33. Microorganisms or host cells co transformed by an expression vector 
10 containing the gene coding for the Vpu protein and by an expression vector 

according to claim 31. 

34. Microorganisms or host cells cotransformed by an expression vector 
containing the gene coding for the Skplp protein and by an expression vector 
according to claim 31. 

15 35. Microorganisms or host cells cotransformed by an expression vector 
containing the gene coding for the IkB protein and by an expression vector 
according to claim 31. 

36. Microorganisms or host cells cotransformed by an expression vector 
containing the gene coding for the oncogenic p-catenin protein and by an 
20 expression vector according to claim 31. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

H50765C38VT 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaige PCT/ISA/220) et, le cas echeant. le point 5 ci-apres 

ADONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 99/00196 


Date du depdt intemat\ona\(jour/mois/annee) 

29/01/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 

(jour/mois/annee) 

30/01/1998 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA R. . .et al . 



Le present rapport de recherche internationale. 6tabli par ('administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 1 8. Une copte en est transmtse au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feuilles. 

PH It est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite\ 



Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a et6 deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I la recherche internationale a 6te effectuee sur Ea base d'une traduction de la demande internationale remise a {'administration 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
[X[ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

PH deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

I | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

PH La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e, a ete fournie. 

PH La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par 6crit, a et6 fournie. 

I | 'I a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d*une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unite de Tinvention (voir le cadre II). 



En ce qui concerne le titre, 

| | le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
PC] Le texte a 6t6 etabli par ('administration et a la teneur suivante: 

PR0TEINE HUMAINE BTRCP 



5. En ce qui concerne I'abregd, 

jjTj le texte est approuve tel qu'il a ete" remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a et6 etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a Padministration dans un delai d'un mois a compter de la date d'exp^dition du present rapport 
de recherche internationale. 



6. La figure des dessins a publier avec I'abreg6 est la Figure n° 
| | suggeree par le deposant. 
I | parce que le deposant n'a pas sugger6 de figure. 
I | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



| | Aucune des figures 
n'est a publier. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



I Dem 



Demande Internationale No 



T/FR 99/00196 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/12 C07K14/47 C12N15/85 C07K16/18 A61K38/17 
A01K67/027 

Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur fesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 95 21252 A (UNIV LELAND STANFORD 
JUNIOR) 10 aout 1995 
voir page 1 - page 5 
voir page 19 - page 27 
voir page 80 - page 82 



HUDSON J.W. ET AL.: "Beta-transducin 

repeat containing protein-3" 

EMBL SEQUENCE DATABASE, 1 fevrier 1997, 

XP002082116 

HEIDELBERG DE 

Accession Nr. : P70038 

voir abrege 



-/-- 



1-7 

8-36 
6,7 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constttuant la base de l'invention 

"X" document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actlvite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activrte inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

"& M document qui fait partie de la meme f ami lie de brevets 



Date a taquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

21 mai 1999 



Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 



07/06/1999 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P. B. 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-3016 



Fonctionnaire auto rise 



De Kok, A 



Formutaire PCT/1S/V21 0 (deuxieme feuille) (juiUet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



I Dem 



Oemande Internationale No 

T/FR 99/00196 



Categorie ° Identification des documents cites, avecle cas echeant Hndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



MARGOTTIN F ET AL.: "Interaction between 
the cytoplastic domains of HIV-1 Vpu and 
CD4: Role of Vpu residues involved in CD4 
interaction and in vitro CD4 degradation" 
VIROLOGY. , 

vol. 223, 1996, pages 381-386, XP002082117 

RLANDO US 

cite dans la demande 

voir abrege 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9629 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 96-283507 

XP002082120 

& JP 08 119996 A (JAPAN TOBACCO INC) 
, 14 mai 1996 
voir abrege 

BAI C ET AL.: "SKPl connects cell cycle 
regulators to the ubiquitln proteolysis 
machinery through a novel motif, the 
F-box" 
CELL, 

vol. 86, no. 2, 26 juillet 1996, pages 
263-274, XP002082118 
NA US 
voir abrege 

voir page 267; figure 4B 

NEER E.J. ET AL.: "The ancient 
regulatory-protein family of WD-repeat 
proteins" 
NATURE. , 
vol. 371 
297-300, 
LONDON 
voir le 



22 septembre 1994, pages 
XP002082119 
GB 

document en entier 



EP 0 342 860 A (DANA FARBER CANCER INST 
INC) 23 novembre 1989 
voir le document en entier 

PATT0N E E ET AL: "Combinatorial control 
in ubiquitin-dependent proteolysis: don't 
Skp the F-box hypothesis" 
TRENDS IN GENETICS, 

vol. 14, no. 6, juin 1998, page 236-243 
XP004121083 

voir page 241, colonne 1, dernier alinea 
voir page 242, colonne 1, alinea 1 

-/-- 



8-13,20, 

22-26, 

29-34 



1,12,13, 
18,19, 
22,23, 
26,31,32 



3-6,9, 
11,22,26 



1-7 
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1-13, 

22-26, 

29-34 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



*C.<suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



| Oemande Internationale No 



Categorie 3 Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



p,x 



P.Y 



P,A 



MARGOTTIN F ET AL: "A novel human WD 
protein, h-beta TrCP, that Interacts with 
HIv-1 Vpu connects CD4 to the ER 
degradation pathway through an F-box 
motif" 

MOLECULAR CELL, 

vol. 1, no. 4, mars 1998, pages 565-574, 

XP002101956 

CAMBRIDGE US 

voir le document en entier 

YARON A ET AL. : "Identification of the 
receptor component of the 
IkappaBalpha-ublquitin 1 igase" 
NATURE. , 

vol. 396, no. 6711, 10 decembre 1998, 
pages 590-594, XP002101957 
LONDON GB 
voir abrege 

LATRES E ET AL: "The human F box protein 
beta-TrCP associates with the Cull/Skpl 
complex and regulates the stability of 
beta-catenin" 
ONCOGENE, 

vol. 18, no. 4, 28 janvier 1999, pages 
849-854, XP002101958 
voir abrege 

SKOWYRA D ET AL.: "The SCF ubiquitin 

1 igase in cell cycle control and byond" 

MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, 

vol. 9, no. suppl . , novembre 1998, page 

240A XP002101959 

voir abrege 



1-13, 

22-26, 

29-34 



3,6,14, 
15,28,35 



3,6, 

16-21, 

27,36 
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ft 



Demande Internationale No 

fclVFR 99/00196 



Document brevet cite 

au ia(jpuFl Ut? t eviMe rone 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
(amille de brevet(s) 


Date de 
publication 


WO 9521252 A 


10-08-1995 


US 


5519003 


A 


21-05-1996 






AU 


1910095 


A 


21-08-1995 






CA 


2182299 


A 


in-08-1995 






EP 


0742824 


A 


20-11-1996 






JP 


9511390 


T 


18-11-1997 






US 


5783405 


A 


21-07-1998 






US 


5776716 


A 


07-07-1998 



EP 0342860 


A 


23-11-1989 


US 


5043262 


A 


27-08-1991 








AU 


633821 


B 


11-02-1993 








AU 


3460289 


A 


16-11-1989 








JP 


2138978 


A 


28-05-1990 








OA 


9116 


A 


31-10-1991 








US 


5288640 


A 


22-02-1994 
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TRATn^E COOPERATION EN MAT1ERE DE BREVETS 




Expediteur: ^ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: " > 

GILLARD, Marie-Louise ■■•>/■> 
Cabinet BEAU DE LOMENIE 2Q(fo 
158, rue de I'Umversrte 
75340 PARIS CEDEX 07 
FRANCE 


PCT 

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71 .1 du PCT) 


Date cf expedition 

(jour/mois/ann6e) 2 3. U6. QQ 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
H50765C38VT 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale No. 
PCT/FR99/00196 


Date du ctepot international (jour/mois/ann4e) 
29/01/1999 


Date de priorite (jour/mois/ann4e) 
30/01/1998 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA R. ..et al. 



1. II est notifie au deposant que I'administration chargee de I'examen preliminaire international a 6tabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande internationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 

2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 

3. Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (k 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (ddpdt 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui conceme certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoys par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office 6lu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'6tablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interess6. 

Pour plus de precisions en ce qui conceme les delais applicables et les exigences des offices §lus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Norn et adresse postale de I'adminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 

Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Gazzbli, M 

Tel +49 89 2399-2815 




F^rmnlaira PfVrVlPP A/41 fi fillillot 1QQ^ 



TRAITE^H COOPERATION EN M ATI HE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

H50765C38VT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR99/00196 


Date du d^pot international (jour/mois/ann6e) 
29/01/1999 


Date de priorite (jour/moi$/ann6e) 
30/01/1998 


Classification intemationale des brevets (CIB) 
C12N15/12 


ou a la fois classification national© et CIB 


D6posant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA R. ..et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a Particle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H || est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 5 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unrte de ('invention 


V 




Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 




Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularis dans la demande intemationale 


VIII 


E9 


Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

10/08/1999 


Date d'achevement du present rapport 

2 3. ub. 00 


Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
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Demande internationals n° PCT/FR99/001 96 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des Elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont et6 remises it 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-37 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -36 re9ue(s) avec telecopie du 26/04/2000 

Dessins, feuilles: 

1/1 2-1 2/1 2 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme ailant au-dela de Texpose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indiqu6 ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non : 

Activite inventive Oui : 

Non : 

Possibilite d'application industrielle Oui : 

Non : 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (r&gle 70.9) 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont fartes au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur ia description : 

voir feuille separee 



Revendications 1 -36 
Revendications 

Revendications 
Revendications 1 -36 

Revendications 1 -36 
Revendications 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . L'examen de la presente demande a ete realise en assumant que la priorite 
revendiquee est valide. S'il devait se reveler que tel n'est pas le cas, des 
documents intermediates deviendraient alors pertinent pour juger de la 
brevetabilite de I'objet de la presente demande. 

2. II est fait reference aux documents suivants: 

D1: Nature 

Vol. 391, page 493-496, 1998 
D2: Cell 

Vol. 86, pages 263-274, 1996 

3. L'objet des revendications 1-36 n'est pas decrit de maniere specifique dans Tart 
anterieur. Par consequent, ces revendications peuvent etre considerees comme 
nouvelles. 

4. Le document D1 est considere comme I'etat de la technique le plus proche des 
revendications 1-3, 5-7, 29-32 et 36. 

Le probleme technique que se propose de resoudre la presente demande peut 
etre enonce comme etant de mettre a disposition un moyen de modulation du 
ciblage des proteines vers le proteasome. La presente demande se propose de 
resoudre le probleme pose par la mise a disposition de la proteine humaine de 
GTrCP. 

Le document D1 differe de l'objet des revendications 1-3, 5-7, 31, 32 et 36 en ce 
que rimplication de I'equivalent humain de la Slimb, proteine BTrCP de la 
drosophile, dans la degradation proteolitique de la B-catenine, n'est que suggeree 
dans D1 (page 496, paragraphe 2). De plus, il est connu dans I'etat de la 
technique que la proteine de type BTrCP de la drosophile, la proteine Slimb, et la 
proteine BTrCP de Xenope ont une tres haute homologie, ce qui soutient la 
conservation de la fonction chez ces proteines homologues (voir notamment 
description page 1, ligne 23 a page 2, ligne 13; D1, page 496, paragraphe 2). 
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D1 mentionne egalement la possible implication de la proteine BTrCP dans la 
suppression tumorale (page 496, paragraphe 2). 

En prenant en cornpte le probleme a resoudre, I'homme du metier, au vu de D1, 
testerait I'implication de la proteine humaine BTrCP dans le ciblage de la B- 
catenine vers le proteasome. L'isolation de la proteine BTrCP humaine ne 
necessite la mise en oeuvre d'aucune activite inventive. Du fait de la tres haute 
conservation de sequence de la proteine BTrCP entre les differentes especes, par 
la mise en oeuvre des techniques connues d'hybridation notamment, ITiomme du 
metier isolerait automatiquement un clone d'ADNc codant pour la BTrCP humaine 
de SEQ ID NO:2. Par la simple application de techniques couramment utilisees, 
I'homme du metier arriverait done sans necessiter la mise en oeuvre d'activite 
inventive a I'objet des revendications 1-3, 5-7, 29-32 et 36. Dans ce contexte, il 
est a noter que la reference a des proteines introduite par I'expression 
"notamment" (revendication 2) est introduite a titre d'exemple indicatif et en aucun 
cas exhaustif, et ne peut done etre considere comme limitant I'objet de la 
revendication concernee. Les revendications 1-3, 5-7, 29-32 et 36 ne sont done 
pas inventives. 

L'activite de la B-catenine, Taction de son accumulation dans les cellules ou de la 
diminution de son niveau dans les cellules neuronales, notamment, son connues 
dans I'etat de la technique (voir notamment description, page 5, lignes 3-24). Par 
Papplication plus en avant de ses connaissances et la mise en oeuvre de 
techniques couramment utilisees, ITiomme du metier arriverait egalement a I'objet 
des revendications 16-21 et 24-27. Ces revendications ne sont done pas 
inventives. 

Le document D2 peut etre considere comme I'etat de la technique le plus proche 
des revendications 4, 6, 24 et 34. D2 se difference de I'objet de ces 
revendications par le fait que Interaction de la BTrCP avec la proteine Skplp n'y 
est que suggeree. 

D2 montre que la proteine Skplp est necessaire pour la proteolyse mediee par 
I'ubiquitine. Le motif BoTte F, present dans la proteine BTrCP, est indispensable 
pour I'interaction avec Skplp et le ciblage des proteines vers le proteasome (voir 
notamment resume; figure 4A et 4B). De plus, D2 montre l'activite de la Skplp au 
niveau du controle du cycle cellulaire, mettant en evidence son action dans la 
proliferation cellulaire (page 266, colonne 2; page 271, colonne 2 a page 272, 
colonne 1). 
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Par consequent, au vu cle D2, et en le combinant avec D1, Phomme du metier 
arriverait a Pobjet des revendications 4, 6, 22, 24 et 34. De plus, de part la relation 
mise en evidence dans D2 de Pactivite de la proteine Skplp au niveau du controle 
du cycle cellulaire, Phomme du metier, par la simple mise en application de ses 
connaissances arriverait egalement a Pobjet des revendications 9, 1 1-13 et 25-27. 
Les revendications 4, 6, 9, 11-13, 22, 24-27 et 34 ne sont done pas inventives. 
La dependance de la proteine Vpu de la presence d'une machinerie 
d'ubiquitination intacte pour sa mediation de la degradation du recepteur CD4, 
ainsi que Pactivite de la proteine IkB comme inhibiteur du facteur de transcription 
NFkB et son ciblage vers les voies de degradation du proteasome sont connus 
dans Petat de la technique (voir notamment, description, page 3; page 4, lignes 
23-30). Par consequent, au vu des enseignements precedemment cites et des 
relations connues dans Petat de la technique entre proteines Vpu et IkB et 
proteasome, il aurait ete evident pour Phomme du metier de tester Pinteraction de 
la proteine humaine BTrCP avec egalement la proteine Vpu et la proteine IkB, et 
ainsi de parvenir a Pobjet des revendications 8, 10, 14, 15, 22, 23, 28, 33 et 35. 
Ces revendications ne sont done pas inventives. 

Par consequent, les revendications 1-36 ne remplissent pas les conditions de 
PArticle 33(3) PCT. 

VI. Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10) 

1 . Trends in Genetics 

Vol. 14, No. 6, pp. 236-243, 1998 

2. Molecular Cell 

Vol. 1, No. 4, pp. 565-574, 1998 

3. Nature 

Vol. 396, No. 6711, pp. 590-594, 1998 

4. Oncogene 

Vol. 18, No. 4, pp. 849-854, 1999 

5. Molecular Biology of the Cell 

Vol. 9, No. suppl., page 240A, 1998 
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VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

1. L'objet des revendications 2-4 pour lequel protection est recherchee (une 
proteine) n'est pas clairement defini, du fait que celui-ci n'est pas defini par des 
caracteristiques techniques. En effet, ces revendications sont enoncees de telle 
maniere que leur objet n'est defini que par le resultat a obtenir ("est capable 
de...")- Une telle definition n'est admissible que dans les conditions prevues par 
les Directives C-lll, 4.7 PCT. Les formulations ici utilisees ne sont cependant pas 
acceptables parce qu'il est possible de definir I'objet revendique dans des termes 
plus concrets, c'est a dire par la maniere dont le resultat peut etre atteint. Les 
revendications 2-4 ne remplissent done pas les conditions de PArticle 6 PCT. 

2. Uetendue des revendications 32-36 indue un hote humain et devrait done etre 
limitee en consequence. 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine humaine P TrCP (b-pTxCP) de dblage de s proteine* ver, Jcs 
vo.es de degradation par le proteasome, earache en ce qu'elle a ia 

5 SEQlDNo.2. 

2. Proteine „clon la revendication I, caracterisee en ce qu'elle poutde des 
mocift WD et en ce qu 'c!le est capable d'interagir avec fcs proteines susceptible, 
dfitre degrades par le proteasome, noournneni celtar qui potent le motif de 
phosphorylation cooaprenant ies acides auunes A.p-Ser-Glu-Xaa-Xaa-Ser dans 

10 Jequel Xaa est «n acide amine naiurel quelconque et dans lequel Jes residus serine 
sont phosphoryles. 

3. Proteiae selon Tune des revendication* 1 ou 2, caxacterisee en ce qu'elle 
possede des motifs WD et en ce quelle est capable d'intcragir avec la proteine 
Vpu du virus H1V-1 ou avec les protein cellules IkS ou {J-catenine. 
'5 4. Proline scion la revindication I, caracterisee en ce quelle posse* une 

boite F et cn ce qu'elle est capable d'interagir avec la proteine Skplp. 

5. Proteine selon 1'une quelconque des revendication* 1 ou 2, caracterisee en 
ce qu'elle comporte les motifs ci-apres : 

- boile F : acides ami nes 1 47- 1 9 1 1 
20 - premier motif WD : acides amines 259-292. 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisiemc motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme mouf WD : acides amines 427-455, 
25 - sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 5 16-544. 

6- Fragments peptidiqucs de ta proteine selon Tune quelconque des 
revocations ! * 5 resultant de 1'addition, la suppression et/ou le remplacement 
d'un ou plusieurs acides amines, lesdits fragments peptidiqucs ayant conserve 
30 I'activhc d'inleraction avec la proline Vpu du virus inv-l. la proteine cellulaire 
1KB ou la proline cellulaire (J-caieiiine et/ou avec la proteine Skplp. 
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7. Sequences d'acides nuclciques codam pour la proteine humuine h-{*TrCP 
ct les fragments peptides selon l'une queiconque des revendications I a 6. 
caractcnsecs en ce qu'elics som constituees par : 

a) la .sequence d'ADN SEQ ID No.l et dcs fragment d'acides nuclciques codatU 
5 pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybrid** dans des condition, strides avec les sequence, 
ci-dessus ou un de ses fragments ; 

O les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
rtsulteot des sequences a) et b) ci,dessus et codent pour la proteine humaine 
1 0 h-pTrCP ou les fragments de celle-ci : et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

S. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques scion 
Tune quelconque des revend.cations I a 6 pour le criblage d'agents antiviraux 
a.iti-HlV-1 susceptibles d'inhiber 1'imeraetion entre la proline h-fJTrCP et la 
15 proteine Vpu. 

9. Utilisation de la proU H ne h-0TrCP ou dcs fragments peptidiques selon 
i'une queJconque de.s revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antiviraux anti- 
HTV-1 susceptibles d'inhiber interaction entre la proteine h-f3TrCP et la protein 
Skplp. 

10. Utilisation des sequences d'aades nucleiques selon la revindication 7 
pour le criblage d'agents amiviaux anti-HTV susceptibles d'inhiber 1'interaction 
entre la proteine h-pTrCP et la proteiue Vpu. 

11. Utilisation dcs sequences decides nucleiques sc l on la revendication 7 
pour le criblage d'agents antiviraux anti-HlV susceptibles d'inhiber nonaction 
entre la proteine h-fiTrCP ci la proteine Skplp. 

12. Utilisation de ia proteine h-0TrCP ou de.s fragments peptidiques selon 
i'une quelconqae.de revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antimmoraux 
capable* do perrurbcr la regulation du cycle cellulaire ou des processus de 
degradation des prolines dans des cellules humames tumorales par modulation de 
Interaction entre la proteine h-PTrCP el la proteine Skplp. 
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13. Utilisation des sequences rfacUte. nucldiques .scion la revendication 7. 
pour 1c criblage d'agents amitumoraux capable, dc perturber la regulation du cycle 
cellulate ou des processus de degradation des prolines dans des cellules 
humaines rumorales par modulation de Interaction entre la proline h- P TrCP et la 

5 proteine Skpl p. 

14. Utilisation de la proline h-pTrCP ou des fragrncnLs peptidiques selon 
lime quelconque des abdications i a 6 pour le criblage d'agents anti- 
.nflarnmatoires capable, de perturber Taction du facteur de transcription NFkB 
par inhibition de {'interaction entre la proteine h-pTrCP et la proline IvB. 

10 15. Utilisation des sequences d'acides nucleiques scion la 

revendicaUon 7 pour le criblage tfagents ^ti-inflamrnatoires capable* de perturber 
ractivation du facteur de transcription NFkB par inhibition de Inaction entre la 
proteine h-|3TrCP et la proteine IkB. 

16. Utilisation dc la proteine h-PTrCP ou des fragments peptidiques se lon 
1-une quelconque des reveodications 1 a 6 pour le criblage d'agents antitumor** 
susceptibles de Stiver interaction entre la proline h- P TrCP et une proline 
P-catenine mutee de cellules tumorals, ou entre la h- P TiCP et la P-catcnine 
normal* de cellules tumorales depourvues de la proline APC. 

17. Utilisation des sequences d'acides nucleiques se lon la 
revocation 7 pour le criblage d'agents amirumuraux susceptibles de reacdver 
Interaction er.tre la procfine h-P'frCP et la proteine P-catenine mutSe de cellules 
."morales ou entre la h-PTrCP et la P-catemne nonnale dc cellules tumonles 
depourvues de la proteine APC. 

18. Utilisation de ia proteine h-PTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelcono.,,0 des revocations 1 a 6 pour ic criblage d'agents anti-Alzheimer 
susceptibles de reduire le taux dc degradation de la P-catenine par inhibition de 
[•mtcxaction entre la proteine h-PTrCP et la proline P-catenine. 

19. Utilisation des sequence* d'acides nucleiques selon la revendication 7 
I»our le criblage d'agents anti-Alzheiruer susceptibles de reduire le taux de 
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degradaiion de Ja p^atfnine par inhibition de Interaction entre ia proline 
h-0TrCP et la proline /i-catenine. 

20. Utilisation de la proteine b-pTiCP ou des fragments peptidzques selon 
I'une quelconque des revocations J I 6 pour la detection par criblage en doublc- 

5 hybride en levure des mutations de la fi-caienine. 

21. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour la diction par criblage en double-hybride en Jevure des mutations de ia 
j3-catenine. 

22. Agent* antiviraux anti-HIV qui sont consumes par les fragments 
10 peptidiques de la proteine h-3TrCP selon Ja revendkatkm 4 demrfs de la boite F. 

23. Agents antiviraux anti-HIV qui so m comtitue* par les fragments 
peptidiques de la proteine h-fJTrCP selon la revindication 7 deques des motifs 
WD. 

24. AnUcoips diriges contre la proteine h-(}TrCP ou les fragments 
peptidiques tela qUe definis dans Tunc quelconque des revendications 1 a 6. 

25. Oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proteine h-pTrCP selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 qui s'hybrident 
avec une sequence d'acides nucleiques selon la revendicaUon 7. 

26. Agents amitumoraux qui sont consiitufs par les fragments peptidiques 
de la proline h-JiTrCP selon Ja revendication 7, qui possedent la boite F. 

27. Agents antitumoraiu qui .sont consritues par les fragments peptidiques 
de la proteine h-l3TrCP selon la revendication 7 et qui ont conserve a la fois les 
moLifs WD ct la boite F. 

28. Agents anti-inflammaroires qui sont consumes par les fragments 
peptidiques de la proteine h-pTrCP selon la revendication 7 denue* de la boite F. 

29. Souris transgeniques exprimant un transgene de la proteine IvJSTrCP 
selon I'une quelconque des revendications i a 6. 

30. Souris transgeniques dans lesquels le gene pTrCP a ete invalid*. 
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31. Vector depression, caracteme cn cc qu'il comprcnd une sequence 
decides nucleiques selon ta revendication 7 et les moyens nccessaires a son 
expression. 

32. Microorgani.smes ou cellules botes transformes par un vecteur 
d 'expression selon la revendication 31. 

33. Microorganisms ou ceUuJes h&tcs co-transfonnds par un vecteur 
depression covenant le g6ne codant pour la proteine Vp U et un vecteur 
depression selon la revendication 31. 

34. Microorganisms ou cellules holes cotran stomas par un vecteur 
depression contenant le gene codant pour la proteine Skplp ct un vecteur 
d'expression 9elon la revendication 3i. 

35. Microorganismes ou cellules notes cotransforme- S par un vecteur 
depression covenant le gene codant pour la proteine IkB et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 

36. Microorganismcs ou cellules hDtes cotranslbrmes par un vecteur 
depression contenanc le gene codant pour la P roteine P-catcninc oncogene et un 
vecieur d'expression scion la revendication 31. » 
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3. This report contains indications relating to the following items: 



I £3 Basis °f tne report 

II O Priority 

III CH Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV | | Eack of unity of invention 

V 15^1 Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 

fc—a citations and explanations supporting such statement rr ; ' 

VI [><J Certain documents cited 

VII | | Certain defects in the international application 

VIII Certain observations on the international application 
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International application No. 

PCT/FR99/00196 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| [ the international application as originally filed. 

^ the description, pages *-37 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



^ the claims, Nos. 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-36 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 26 April 2000 r26.04.200Q) 
, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 1/12-12/12 y as originally filed, 

sheets/fig , filed with the demand, 

sheets/fig , filed with the letter of 

sheets/fig , filed with the letter of 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



- I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
" ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-36 



1-36 



1-36 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The present application was examined on the assumption 

that the claimed priority is valid. Should this 

prove not to be the case, intermediate documents 

would become relevant for assessing the 
patentablility of the subject matter of the present 
application . 



2. Reference is made to the following documents: 



Dl: Nature 

Vol. 391, pages 493-496, 1998 
D2: Cell 

Vol. 86, pages 263-274, 1996 



3. The subject matter of claims 1-36 is not specifically 
described in the prior art. Therefore, these claims 
can be considered novel. 



4. Document Dl is considered the prior art closest to 
claims 1-3, 5-7, 29-32 and 36. 

The technical problem addressed by the present 
application can be considered that of providing 
means for modulating the targeting of proteins 
toward the proteasome. The present application aims 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/00196 



to solve the stated problem by making the human 
protein [3TrCP available. 

Document Dl differs from the subject matter of 
claims 1-3, 5-7, 31, 32 and 36 in that the 
involvement of the human equivalent of Slimb, the 
PTrCP protein of fruit flies, in the proteolytic 
degradation of |3-catenin, is merely suggested in Dl 
(page 496, paragraph 2) . Moreover, it is known from 
the prior art that the |3TrCP type protein of the 
fruit fly, the Slimb protein and the £TrCP Xenopus 
protein are highly homologous, which supports the 
retention of the function by these homologous 
proteins (see particularly the description page 1, 
line 23 to page 2, line 13; Dl, page 496, paragraph 
2) . 

Dl also mentions the possible involvement of the 
(3TrCP protein in suppressing tumors (page 496, 
paragraph 2 ) . 

Taking into account the problem to be solved, a 
person skilled in the art, in light of Dl, would 
test the involvement of the human pTrCP protein in 
the targeting of [3-catenin towards the proteasome. 
Isolating the human pTrCP protein does not involve 
an inventive step. Due to the extremely high 
retention of the (BTrCP protein sequence between 
different species, by implementing known techniques, 
particularly hybridization, a person skilled in the 
art would automatically isolate a cDNA clone coding 
for the human (3TrCP protein of SEQ ID NO: 2. By 
simply applying commonly used techniques, a person 
skilled in the art would therefore arrive at claims 
1-3, 5-7, 29-32 and 36 without exercising an 
inventive step. In this context, it is worth noting 
that the reference to proteins introduced by the 
expression "particularly" (claim 2) constitutes an 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/00196 



indicative example that is in no way exhaustive and 
therefore cannot be considered to limit the subject 
matter of the claim in question. Claims 1-3, 5-7, 
29-32 and 36 therefore do not involve an inventive 
step . 

The |3-catenin activity, the effect of its 
accumulation in cells or the decrease of its level 
in the neural cells, particularly, are known from 
the prior art (see particularly the description, 
page 5, lines 3-24). By further applying this 
knowledge and by implementing commonly used 
techniques, a person skilled in the art would also 
arrive at the subject matter of claims 16-21 and 24- 
27. These claims are therefore not inventive. 
Document D2 can be considered the prior art closest 
to claims 4, 6, 24 and 34. D2 differs from the 
subject matter of these claims in that the 
interaction of the (3TrCP protein with the Skplp 
protein is merely suggested . 

D2 shows that the Skplp protein is necessary for 
ubiquitin-mediated proteolysis. The F box motif, 
present in the (3TrCP protein, is necessary for the 
interaction with Skplp and the targeting of proteins 
toward the proteasome (see particularly summary, 
figure 4A and 4B) . Moreover, D2 discloses the 
activity of the Skplp in cell cycle control, showing 
its role in cell proliferation (page 266, column 2; 
page 271, column 2 to page 272, column 1). 
Therefore, in light of D2 and in combination with 
Dl, a person skilled in the art would arrive at 
claims 4, 6, 22, 24 and 34. Moreover, due to the 
activity of the Skplp protein in cell cycle control, 
as shown in D2, a person skilled in the art would 
also arrive at claims 9, 11-13 and 2 5-27 by simply 
applying his/her knowledge. Claims 4, 6, 9, 11-13, 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
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22, 24-27 and 34 therefore are not inventive. 
The dependence of the Vpu protein on the presence of 
intact ubiquitination machinery for its mediation of 
CD4 receptor degradation, as well as the activity of 
the IkB protein as an NFkB transcription factor 
inhibitor and targeting thereof towards the 
proteasome degradation pathway are known from the 
prior art (see particularly the description, page 3; 
page 4, lines 23-30). Therefore, in light of the 
teachings cited above and the relationships between 
Vpu and IkB proteins and proteasome known from the 
prior art, it would have been obvious for a person 
skilled in the art to test the interaction between 
the human |3TrCP protein and Vpu and IkB proteins, 
thereby arriving at the subject matter of claims 8, 
10, 14, 15, 22, 23, 28, 33 and 35. These claims 
therefore are not inventive. 

It follows that, claims 1-36 do not meet the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of Boxes I to VIII is not sufficient) 



Continuation of Box [No.] : V I 



Certain published documents (Rule 70.10) 



1. Trends in Genetics 

Vol. 14, No. 6, pages 236-243, 1998 

2. Molecular Cell 

Vol. 1, No. 4, pages 565-574, 1998 

3 . Nature 

Vol. 396, No. 6711, pages 590-594, 1998 

4 . Oncogene 

Vol. 18, No. 4, pages 849-854, 1999 

5. Molecular Biology of the Cell 

vol. 9, No. suppl., page 240A, 1998 



Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet) (July 1992) 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/00196 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The subject matter of claims 2-4 for which protection 

is sought (a protein) is not clearly defined, since 
it is not defined by technical features. Indeed, 
these claims are worded in such a way that their 
subject matter is only defined by the result to be 
achieved ("is able to..."). Such a definition is only 
acceptable according to the conditions of the PCT 
Guidelines C-III, 4.7. The wording used here, 
however, is not acceptable because it is possible to 
define the claimed subject matter in more concrete 
terms, that is, by the way in which the result can 
be achieved. Claims 2-4 therefore do not meet the 
requirements of PCT Article 6. 

2. The scope of claims 32-36 includes a human host and 

should therefore be restricted accordingly. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



PCT 



REQUETE 



Le soussigne requiert que la presente demande 
Internationale soit traitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 



Reserve a Toffii 



Demande internationale n° 



Date du depot international 



Nom de 1'office rdcepteur et "Demande internationale PCT* 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facuitatifl 

(12 caracteres au maximum) H50765C38VT 



Cadre n° I TITRE DE L'INVENTION : Proteine humaine (JTrCP de ciblage des proteines vers les 
voies de degradation par le proteasome. 



Cadre n° II 



DEPOSANT 



Nom et adresse : (Nom de famiUe suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
offlcielle complete. V adresse doit comprendre ie code postal et le nom du pays. Le pays de 
Vadresse mdiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci-dessous.) 

INSTITUT NATIONAL DE LA S ANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDICALE 

101 rue de Tolbiac 

75654 PARIS CEDEX 13 

France 



I I Cette personne est aussi 
inventeur 



n° de telephone 



n° de telecopieur 



n° de teleimprimeur 



Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de 1'eL 


at (nom de l'etat): FRANCE 


Cette personne est 1 I tous les Etats [N/] tous les Euts designes &auf les Fiats- ( j Les Etats-Unis 1 1 les Etats indiques dans le 
deposant pour : designes Unis cf Amerique — cf Amerique seulement — cadre supplemerrtaire 


Cadre n°. m AUTRE(S) DEPOSANT(S) ou (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom et adresse : (Nom de (ami lie sum du prenom: pour une personne morale, designation 
nfficielle complete. Vadresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
1' adresse mdiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'esi indique ci-dessous.) 

INSTITUT PASTEUR 
28 rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 
France 


Cette personne est : 

^ deposant seulement 

1 I deposant et inventeur 

[Z] inventeur seulement 

Si cette case est cochie, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 


Cette personne est | 1 tous les Etats [N/1 tous les Etats designes sauf les Etats- 1 1 Les Etats-Unis 1 1 les Euts indiques dans 
deposant pour : designes Unis cf Amerique cf Amerique seulement — le cadre supplementatre 



D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe- 



Cade n° IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 

l,a personne dont Tidentite est donnee ci-dessous est/a ete designee pour agir au nom C>3 mandataire 1 I rcprescntant commun 
du ou des deposants aupres des autorites interna tionales competente, comme: 



Nom et adresse : (Nom de famtlle suivi du prenom; pour une personne morale, designation qffictelle 
complete. L 'adresse doit comprendre le coda postal et le nom du pays.) 

GILLARD Marie-Louise et/ou NEVANT Marc et/ou PORTAL Gerard et/ou 
HUBERT Philippe et/ou LE ROUX Martine 



du 



CABINET BEAU DE LOMENIE 

158, rue de lLJniversite 

75340 PARIS CEDEX 07 - FRANCE 



n° de telephone. 
(33)01 44 18 89 00 



n° de telecopieur 
(33)01 44 18 04 23 



n° de teleimprimeur 



I — | Adresse pour la correspondance : cocher cette case lorsque aucun mandataire ni representant commun nest/n'a ete designe 
* — * et que 1'espace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondance doit etre envoyee. 
Formulaire PCTVRO/1 01 (premiere feuille) (juiliet 1 998 > Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuille n° 2 



Suite du «dre n° HI AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRES) INVENTEURS 



Si aucun des sous-cadres suivants ne sont utilises, la presente feuille ne doit pas Are inclose dans la requite 



Nom et adresse : (Nom de familie suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. V adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
nest indique a -de s sous.) 

BENAROUS Richard 
1 9 rue Croulebarbe 
75013 PARIS 
France 


Cette personne est : 

| j deposant seulement 

^ deposant et inventeur 

CZ1 inventeur seulement 

Si cette case est cache 1 e t 
ne pas remplir la suite,) 


Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de I'etat (nom de l'etat): FRANCE 



Cette perso nn e est I I tous les Elate I I tous les Etats designes sauf les Etats- VsA Les Etats-Unis I I les Etats indiques dans 

deposant pour : — designes — Unis <f Amerique d* Amerique seulement le cadre supptementatre 



Nom et adresse : (Nom de famtlle suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. Vadresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique a-dessous.) 

MARGOTTIN Florence 
30 rue de Lourmel 
75015 PARIS 
France 


Cette personne est ; 

| | deposant seulement 

£3 deposant et inventeur 

CD inventeur seulement 

Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite,) 


Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 



Cette persorme est I 1 tous les Etats I I tous les Etats designes sauf les Etats- T\Q Les Etats-Unis I I les Etats indiques darts 

deposant pour : designes I Inis d* Amerique ^* d* Amerique seulement — le cadre supplemental 



Nom et adresse : (Nom de famtlle suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. Vadresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
1' adresse indiquee dans ce cadre est VEtat ott le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est tndique ci-dessous.) 

DURAND Herve 
20ter rue Damalouise 
91850 BOURAY/JUINE 
France 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

(3 deposant et inventeur 

Q inventeur seulement 

Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 



Cette personne est I I tous les Etats I 1 tous les Etats designes sauf les Etats- I^es Etats-Unis I I les Etats indiques dans 

deposant pour : designes — Unis <f Amerique cT Amerique seulement — le cadre sunplementatre 



Nom et adresse : (Nom defamille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
ofTicielle complete. L'adressf doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Vadresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci~dessous.) 

ARENZANA SEISDEDOS Fernando 
1 8 rue de Rushmoor 
92190 MEUDON 
France 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement 

1^1 deposant et inventeur 

D inventeur seulement 

5/ cette case est cochde, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de I'etat) : ESPAGNE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 



Cette personne est I I tous les Etats I I tous les Etats designes sauries Etats- fs^l I ^es Etats-Unis I I les Etats indiques dans 

deposant pour : — designes Unis (f Amerique <f Amerique seulement — le cadre supplememaire 



P'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 

Formin^airePCT^RO/10 



Feuille n° 



Suite du cadre n° HI AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRES) INVENTEURS 


Si aucun des sous-cadres suivants ne soni utilises, la presenie feuille ne dak pas tore induse dans la requite 


Nom el adresse : (Nom de famiUe suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse mdtquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci-dessous.) 

KROLL Mathias 
22 rue Labrouste 
75015 PARIS 
France 


| | deposant seulement 

Kl deposant et inventeur 

D inventeur seulement 

Si cette case est coche'e, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de l'etat) : ALLEMAGNE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 


Cette personne est | 1 tous les Etats 1 1 tous les Etats designes sauf les Elate- [VI Les Elats-Unis I 1 les Elats indiques dans 
deposant pour : — designer — linis <f Amerique (T Amerique seulement — le cadre supplementatre 


Nom et adresse : (Nom de farm He suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse mdtquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci-dessous.) 

CONCORDET Jean-Paul 
41 rue de Montreuil 
94300 VTNCENNES 
France 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

^3 deposant et inventeur 

n inventeur seulement 

Si cette case est coche'e t 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de l'etat) : FRANCE 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): FRANCE 


Cette personne est 1 1 tous les Etats I 1 tous les Etats designes sauf les Etats- Vs/\ Les Elats-Unis 1 1 les Etats indiques dans 
deposant pour : — designes — tinis <f Amerique <f Amerique seulement le cadre supplementaire 


Nom et adresse : (Nom de famtlle suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Vadrexse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement 

["I deposant et inventeur 

CD inventeur seulement 

Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de l'etat) : 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): 


Cetle personne est 1 1 tous les Etats 1 1 tous les Etats designes sauf les Etats- 1 1 I>es Etats- Unis 1 1 les Etats indiques dans 
deposant pour : — designes — Unis cf Amenque — <f Amerique seulement le cadre supplementally 


Nom et adresse : (Nom de /ami lie suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
l'adresse mdtquee dans ce cadre est VEtat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement 

1 1 deposant et inventeur 

O inventeur seulement 

Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de l'etat) : 


Domicile de l'etat (nom de l'etat): 


Cette personne est 1 1 tous les Etats 1 1 tous les Etats designes sauf les Etats- 1 1 I^es Etats-l 'nis 1 1 les Etats indiques dans 
deposant pour : ^ designes ^""^ Unis d Amenque d* Amerique settlement le cadre supplementaire 


T" D'autres deposant s ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 



Formulaire PCTTWV 1 0 1 (feuille annexe) (juillet 1 998 ) Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Cadre n* V DESIGNATION D 



Fcuille n* 



Les designations suivanies >ont faites conformement a la regie 4. 9. a) /cocker les cases appropriees; ur.e su moms dott I etrej : 
Brevet regional 

H AP Brevet ARIPO : GH Ghana. GM Gambie. KE Kenya.. LS Lesotho. MW Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland. 
UG Ougar.iia. ZW Zimbabwe et tout autre Etat qui est un Etat contractant du Protocols de Harare et du PCT 

g EA Brevet eurasien : AM Armenie. AZ Azerbaijan. BY Belarus. KG Kirghizistan. KZ Kazakhstan. MD Republique de 
Moldova. RL" Federation de Russia TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan et tout autre E:at qui est un Etat contractant de ia 
Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

H EP Brevet europeen : AT Autriche. BE Beteiaue. CH et LI Suisse et Liechtenstein. CV Chvpre. DE Allemaene. 

DK Danemark. ES Espagne. FI Finlande. *FR France. CB Royaume-Uni. GR Grice. IE Irlande. IT italic. 
LU Luxembourg, MC Monaco. NL Pays-Bas. PT Portugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur ie brevet europeen et du PCT 

3 OA Brevet OaPI : BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Republique centrafricaine. CG Congo. CI Cote d'lvoire. 

CM Cameroun. GA Gabon. GN .Guinea, GW Guinee-Bissau. ML Mali, MR Mauntanie. NE Niger. SN Senegal. 
TD Tchad. TG Togo et tout autre Etat qui est un Etat membre de l'OAPI et un Etat contractant du PCT~(si une autre forme 

de protection cu de traitement estsouhaitee. le preciser sur la ligne pointillee) 

Brevet national (si une crurre forme de protection oude traitement est souhaitee. le preciser sur la ligne pointillee: : 



a 
a 

H 
H 
S 
B 
S 
H 

m 
a 
a 
m 
a 
a 
a 
s 
a 
a 
a 
m 
a 
s 
a 
s 
m 
m 
m 
a 
m 



AL Albanie 

AM Armenie 

AT Autriche 

AU Australie 

AZ Azerbaidjan 

BA Bosnie-Herzegovine 

BB Barbade 

BG Bulgarie 

BR Bresil 

BY Belarus 

CA Canada 

CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine 

CU Cuba 

CZ Republique tcheque 

DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GD 



H 

B 
El 
H 
E 

a 
a 

H 

a 

a 
a 

El 

a 

EI 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . 
Lituanie 
Luxembourg 
Lertonie 



MD Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine 



Danemark 

Estonie 

Espagne 

Finlande 

Royaume-Uni 
Grenade 

GE Georgie 

GH Ghana 

GM Gamble 

HR Croatie 

HU Honerie 

ID Indonesie 

IL Israel 

IN Inde 

IS Islande 

JP Japon 

KE Kenya 

KG Kirghizistan 

KP Republique populaire democraiique de Coree 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

NO Norvege 

Nouveile-Zelande . . . 

Pologne 

Portugal 

Roumanie 

Federation de Russie 
Soudan 
Suede 
Singapour 

Slovenie 

Slovaquie 

Sierra Leone 

Tadjikistan 

Turkmenistan 



El 

m 

E 

a 
a 
a 



NZ 
PL 
PT 
RO 
RU 
SD 
SE 
SG 
SI 
SK 
SL 
TJ 
TM 

TR Turquie 

TT Trinite-et-Tobago .... 

UA Ukraine 

UG Ouganda 

US Etats-Unis d'Amerique 



UZ 
VN 
YU 



Ouzbekistan 
Viet Nam . . 
Yougosiavie 



ZW Zimbabwe 



KR Republique de Coree 



. , presente feuille : 

Kazakhstan r 



Cases reservees pour la designation faux fins d'un brevet national) 
d'Etats qui sont devenus parties au PCT apres la publication de la 



KZ 

LC Sainte-Lucie 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 



□ 
□ 
□ 



Declaration concernant les designations de precaution : outre les designations faites ci-dessus, le deposant fait aussi conformement a la 
.regie 4.9.b) toutes les designations qui scraient autorisees en vertu du PCT, a P exception de toute designation indiquec dans le cadre 
supplemental comme eumt exclue de la portee de cene declaration. Le deposant declare que ces designations additionnelles sont faites 
sous reserve de confirmation et que toute designation qui n 'est pas confirmee avant I'expiration d ' un delai de 1 5 mois a compter de la date de 
priorite doit etre consideree comme retiree par le deposant a P expiration de ce delai. (Pour confirmer une designation, il faut de poser une 
declaration contenant la designation en question et payer les taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I 'office 
recepteur dans le delai de 1 5 mois. ) ' 



Formuiaire PCT/RO/IOI (deuxieme feuille) (janvier 1999) 



Voir les notes relatives au formuiaire de requite 



Date de depot 
de la demande anterieure 
(jour/mois/annee) 


Numero 
de la demande anterieure 


Lorsque la demande anterieure est une : 


demande nationale : 
pays 


demande regionaJe :* 
office regional 


demande Internationale : 
office recepteur 


(1) 30 janvier 1998 
(30/01/1998) 


98 01100 


FRANCE 






(2) 09 Decembre 1998 
(09/12/1998) 


98 15545 


FRANCE 






(3) 











Cadre n° VI REVENDICATiON DE PRIORITE 



TiON 



Feuille n° 5 



□ 



revendications de pnorite sont 



I — | L'office recepteur est prie de preparer, et de transmettre au Bureau international, une copie certi fiee con forme de la ou des demandes 
' — ' anterieures (settlement si la demande antirieure a eti deposee aupres de l'office qui, aux fins de 

la presente demande internationale, est l'office recepteur) indiquees ci-dessus au(x) points): 

* Si la demande antirieure est une demande ARIPO, il est obligatoire d'indiquer dans le cadre supplemental au moins un pays partie a la Convention de 
Paris pour la protection de la propriete industrtelle pour lequel cette demande anterieure a ite deposee (regie 4. 10.b)ri)). Voir le cadre supplemental 



Cadre n° VD ADMINISTRATION CHARGE E DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de ('administration charge* de la recherche 

Internationale (ISA) fSi plusieurs administrations 
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Proteine humaine pTrCP de ciblage des proteines vers les voies de degradation 
par le proteasome 

La presente invention a pour objet une nouvelle proteine humaine qui 
intervient dans le ciblage des proteines vers les voies de degradation par le 
proteasome. Cette proteine, denommee h-|3TrCP, est capable d'interagir 
notamment avec la proteine Vpu du virus HIV-1, ainsi qu ! avec les proteines 
cellulaires IkB, p-catenine et Skplp. 

La degradation des proteines par le proteasome, complexe multi- 
proteique present dans toutes les cellules, est impliquee dans de nombreux 
phenomenes cellulaires essentiels comme le controle de la proliferation cellulaire, 
le renouvellement des proteines et 1 'elimination des proteines incorrectement 
repliees, en particulier au niveau du reticulum endoplasmique (CIECHANOVER, 
A., Cell, 79, 13-21, 1994). De nombreux virus, comme le virus HIV-1 qui degrade 
CD4 par I'intermediaire d'une de ses proteines Vpu (TRONO D., Cell, 82, 189- 
1992, 1995), utilisent a leur profit ces voies cellulaires de degradation des 
proteines, dans lesquelles les proteines sont ciblees vers le proteasome par des 
interactions diverses avec d'autres proteines avant d'etre degradees. Pour etre 
ciblees vers le proteasome et degradees par celui-ci, les proteines doivent 
generalement etre au prealable ubiquitinylees par des complexes ubiquitine-ligase. 
De plus, pour etre ubiquitinylees, les proteines doivent souvent subir des 
modifications telles que des phosphorylations (CIECHANOVER, 
A. Embo. J., 17, 7151-7160, 1998). 

A ce jour, on connait plusieurs autres proteines de type BTrCP : 

- la proteine BTrCP de Xenope decrite par Spevak et al. (Mol. Cell. 
Biol., 13, 4953-4966, 1993); 

- la proteine Slimb de la drosophile decrite par Jiang et al. (Nature, 
vol. 391, 29 Janvier 1998) ; 

- la proteine KIAA0696 mise en evidence par Ishikawa et al. (DNA 
Research, 5, 169-176, 1998) a Toccasion d'une analyse systematique de sequences 
exprimees dans le cerveau. 



Jiang et al. ont montre que la proteine Slimb chez la drosophile est 
impliquee dans la stabilite de !a proteine Armadillo et la signalisation de deux 
voies metaboliques essentielles pour le developpement, a savoir les voies 
Hedgehog et Wingless. lis ont egalement montre que la proteine Slimb a une 
homologie de 80% environ avec la proteine pTrCP de Xenope dont aucune 
fonction n'a ete decrite par Spevak et al. Comme la P-catenine chez le Xenope ou 
chez l'homme, qui est Thomologue de la proteine Armadillo de la drosophile, 
semble etre ciblee vers les voies de degradation du proteasome en Tabsence de 
signalisation des voies Hedgehog et Wingless, ils suggerent que chez Thomme, les 
genes codant pour les homologues de Slimb pourraient etre impliques dans la 
degradation proteolytique de la 0-catenine, proteine qui acquiert des proprietes 
oncogeniques quand elle n'est pas degradee (POLAKIS, P., Biochim. Biophys. 
Acta 1332, Fl 27-47, 1997). 

Toutefois, meme si la conservation des voies Wingless et Hedgehog 
chez les vertebres est importante, il n'est pas pour autant certain que la 
conservation des fonctions des proteines homologues sera totale. II y a d'ailleurs 
de nombreux exemples qui montrent qu'il y a toujours des differences 
significatives entre especes. 

De plus, Jiang et al. ont etabli Timplication de Slimb dans le controle 
des voies Wingless et Hedgehog chez la drosophile uniquement sur la base 
d f etudes genetiques. Aucune preuve que ce controle est dependant d'une 
interaction directe entre Slimb et Armadillo, par exemple, n'est ni recherchee, ni 
apportee. 

La proteine selon l'invention, denommee h-8TrCP, est capable 
d ? interagir avec les proteines virales ou les proteines cellulaires susceptibles de 
servir de mediateurs ou d'etre degradees par le proteasome. En particulier, la 
proteine h-^TrCP est capable d'interagir, notamment avec la proteine Vpu du virus 
HIV-1, ainsi qu'avec les proteines cellulaires IkB et P-catenine. 

Elle est particulierement utile pour le criblage d f agents thdrapeutiques, 
tels que notamment des agents antitumoraux, antiviraux, anti-inflammatoires et 
anti-Alzheimer. 
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La proteine Vpu est une petite proteine membranaire de 81 acides 
amines, exprimee par la plupart des isolats du virus HIV-1 mais ni par ceux du 
virus humain HIV-2 nettement moins pathogene, ni par ceux du virus simien SIV 
(COHEN et al., Nature, 334, 532-534, 1988 ; et STREBEL et al., Science, 2, 
5 1221-1223, 1988). 

Une des fonctions de la proteine Vpu est sa capacite a induire la 
degradation de la proteine CD4, recepteur cellulaire du virus HTV-1, participant 
ainsi a la diminution de l'expression du recepteur CD4 a la surface des cellules 
(Willey et al., J. Virol. 68, 1207-1212, 1994). 

10 On sait egalement que les deux serines de phosphorylation de la 

proteine Vpu, situees en position 52 et 56, sont indispensables pour la degradation 
de CD4 induite par Vpu (MARGOTTIN et al., Virology, 223, 381-386, 1996). En 
outre, lors du processus d'infection par le virus HIV-1, en l'absence de la proteine 
Vpu, le precurseur d'enveloppe Gpl60 et la proteine CD4 nouvellement 

15 synthetisee s ! associent dans le reticulum endoplamique, bloquant la maturation de 
la proteine Gpl60 (BOUR et al., J. Virol., 65, 6387-6396, 1991). La degradation 
du recepteur CD4 mediee par la proteine Vpu est essentielle pour liberer la 
proteine d'enveloppe virale qui est retenue dans le reticulum endoplasmique par sa 
liaison a CD4 grace a Interaction avec la sous-unite Gpl20, et permettre la 

20 maturation normale de l'enveloppe vers la membrane plasmique et ulterieurement 
son integration dans les particules virales, ce qui les rend infectieuses. Des etudes 
recentes ont mis en evidence le fait que la degradation du recepteur CD4 mediee 
par la proteine Vpu est sensible aux inhibiteurs specifiques du proteasome et est 
dependante de la presence d'une "machinerie d'ubiquitinylation intacte" ( FUJITA 

25 et al., J. Gen. Virol., 78, 619-625, 1997). 

Ainsi, la proteine Vpu participe a des fonctions absolument critiques 
pour assurer la production de particules virales infectieuses en grand nombre, 
puisqu'elle intervient non seulement sur les produits du gene gag, c'est-a-dire sur 
les proteines de structure en augmentant le relachement des particules virales, 

30 mais aussi sur ceux du gene env en permettant la maturation de la proteine 
d'enveloppe suite a la degradation du recepteur CD4. MARGOTTIN et al. 1996 
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(supra) ont montre que l'interaction entre Vpu et CD4 se faisait par rintermediaire 
de leur domaine cytoplasmique et que cette interaction n'etait pas suffisante pour 
declencher la degradation du recepteur CD4. 

La proteine Skplp est une proteine cellulaire impliquee dans le ciblage 
5 des proteines vers les voies de degradation par le proteasome, lequel depend de 
l'ubiquitinylation des proteines (PICKART CM., The Faseb Journal, 11, 1055- 
1066, 1997). 

BAI et al. (Cell, 86, 263-274, 1996) ont montre que la proteine Skplp 
etait necessaire pour la proteolyse mediee par l'ubiquitine et que cette degradation 

10 se faisait grace a 1'interaction de Skplp avec des proteines contenant un motif 
denomme boite F. 

La proteine Skplp est un facteur essentiel de ciblage de proteines 
regulatrices du cycle cellulaire par le proteasome. Le ciblage de la degradation de 
ces regulateurs est en particulier necessaire a l'entree du cycle cellulaire en phase 

15 S de synthese d'ADN (PAGANO, M., The Faseb Journal, 11, 1068-1075, 1997). 
Des etudes recentes ont montre que la proteine Skplp, avec des proteines a boite F 
sont les elements essentiels de complexes de haut poids moleculaires appeles SCF 
pour "Skplp-Cullin-F-box-protein complexes". Ces complexes SCF jouent le role 
d'enzyme E3 qui par leur activite ubiquitine-ligase permettent la derniere etape de 

20 Pubiquitilylation de proteines substrats qui sont ainsi ciblees vers la degradation 
par le proteasome (HOYT, A, Cell, 91, 149-151, 1997). Par ailleurs, on notera 
qu'il n'existe pas a ce jour d ! homologue de Skplp identifie chez la drosophile. 

La proteine IkB, qui existe sous differentes formes (a, p, e), est 
Tinhibiteur majeur du facteur de transcription NFkB, qui maintient celui-ci sous la 

25 forme d'un complexe inactif dans le cytoplasme (Beg A. et al. Genes and Dev., 7, 
2064-2070, 1993). Apres stimulation des cellules par des facteurs tels que 
l'interleukine 1 (IL1) et le facteur de necrose tumorale (TNF), la proteine IkB est 
phosphorylee sur les residus serine S32 et S36. Cette phosphorylation conduit tres 
rapidement a Tubiquitinylation de la proteine et a son ciblage vers la degradation 

30 par le proteasome . Le facteur NFkB actif, par exemple sous la forme de deux 
sous-unites P50 et P65, est alors libere, importe dans le noyau ou il va pouvoir 
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activer de tres nombreux genes et entrainer notamment des phenomenes 
inflammatoires. 

La proteine P-catenine est une proteine cellulaire qui contrdle les voies 
essentielles de transduction de signaux, comme les voies Wingless, qui sont tres 
5 conservees chez tous les vertebres. (MILLER et al., Genes and Dev. 10, 2527- 
2539, 1996 et POLAKIS, P., Biochim. Biophys. Acta 1332, F 127-47, 1997). La 
P-catenine s'accumule dans les cellules cancereuses, soit par suite de mutations 
qui empechent la phosphorylation sur les residus serine 33 et 37 (proteines p- 
catenines mutees), soit par suite de mutations de son co-facteur, la proteine APC, 

10 qui est necessaire a sa degradation. 

L'accumulation de la P-catenine, liee a sa non-degradation, conduit a 
son importation dans le noyau et a Tactivation de genes controles par des 
promoteurs TCF-LEF, ce qui provoque des phenomenes de transformation et 
proliferation cellulaire. 

15 II a ete montre recemrnent que des mutations de la preseniline-1 chez 

des patients atteints de la maladie d'Alzheimer entrainaient une destabilisation et 
une degradation accrue de la p-catenine (ZHANG et al., Nature, 395, 698-702, 
1998). Ces auteurs ont montre que la preseniline-1 non mutee se lie a la P- 
catenine et contribue ainsi a sa stabilite. Dans la maladie d'Alzheimer, la 

20 presiniline mutee n'est plus capable de se lier a la P-catenine, et cette derniere est 
alors degradee plus rapidement. Le niveau de P-catenine est nettement diminue 
dans les cellules neuronales de patients atteints de la maladie d'Alzheimer. La 
perte de la P-catenine entraine une apoptose accrue des cellules neuronales qui 
serait responsable de la perte neuronale constatee dans cette pathologic 

25 On comprend aisement qu'il est urgent de trouver des moyens pour 

moduler, a savoir activer ou inhiber, le ciblage des proteines vers le proteasome. 

On a maintenant trouve une nouvelle proteine humaine qui est une 
proteine qui intervient dans le ciblage des proteines vers les voies de degradation 
par le proteasome et qui permet de cribler des agents modulateurs du ciblage des 

30 proteines vers le proteasome. 



La presente invention a done pour objet une nouvelle proteine 
humaine, denommee h-(3TrCP, qui presente la SEQ ID No.2 et qui intervient dans 
le ciblage des proteines vers les voies de degradation par le proteasome. 

La proteine h-pTrCP possede 569 acides amines et comporte une boite 
F et sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la 
suivante : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisieme motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 516-544. 

En raison de l'homologie de cette nouvelle proteine avec la BTrCP de 
Xenope, proteine contenant des motifs fi-transducine et connue en langue anglaise 
sous la denomination " beta transducin repeats containing protein", la proteine de 
Tinvention est denommee h-pTrCP (human-BTrCP). 

La proteine h-BTrCP de Tinvention est capable d'interagir, par 
Tintermediaire de ses motifs WD, avec les proteines susceptibles d'etre degradees 
par le proteasome, en particulier avec les proteines virales et les proteines 
cellulaires qui possedent le motif de phosphorylation comprenant les acides 
amines Asp-Ser-Gly-Xaa-Xaa-Ser dans lequel Xaa est un acide amine naturel 
quelconque et dans lequel les residus serine sont phosphoryles. 

La phosphorylation de ce motif Asp-Ser-Gly-Xaa-Xaa-Ser est 
indispensable a l'ubiquitinylation et a la degradation ulterieure des proteines qui 
possedent ce type de motif. La proteine h-pTrCP n f est capable d'interagir avec les 
proteines contenant ce motif que lorsque les deux residus serine sont phosphoryles 
et elle ne peut interagir avec des proteines contenant un motif de phosphorylation 
dans lequel les residus serine sont mutes en acides amines non phosphorylables. 
En interagissant avec les proteines phosphorylees sur ce motif, la proteine 



h-PTrCP controle leur ubiquitinylation et leur criblage vers le proteasome en vue 
de leur degradation. 

Parmi ces proteines, on peut citer notamment la proteine virale Vpu et 
les proteines cellulaires IkB et (3-catenine. 

On a aussi trouve que la proteine h-|3TrCP interagit, par 
Tintermediaire de sa boite F, avec la proteine Skplp ; elle fait done partie d'un 
nouveau complexe SCF, SCF-h-0TrCP, qui selectionne certaines proteines 
cellulaires ou virales qui doivent etre degradees par le proteasome. 

Par l'activite de ciblage vers les voies de degradation par le 
proteasome, la proteine h-BTrCP, selon Tinvention, joue le role de mediateur 
cellulaire de la proteine Vpu dans les cellules infectees par le virus HIV-1. 

Sans pour autant vouloir se limiter a une theorie quelconque, on pense 
que, dans les cellules infectees par le virus HIV-1, le virus utilise, par 
Tintermediaire de la proteine Vpu, le complexe SCF, dont la proteine pTrCP fait 
partie pour induire la degradation du recepteur CD4 qui va favoriser la replication 
virale et le relachement des virions infectieux. 

L'invention a aussi pour objet les fragments peptidiques de la proteine 
h-pTrCP resultant de l'addition, la suppression et/ou le remplacement d'un ou 
plusieurs acides amines, lesdits fragments peptidiques ayant conserve l'activite 
d'interaction avec les proteines susceptibles d'etre degradees par le proteasome, en 
particulier avec la proteine Vpu du virus HIV-1, avec la proteine cellulaire IkB ou 
la proteine cellulaire 0-catenine et/ou avec la proteine Skplp. 

L'invention concerne en particulier les fragments peptidiques qui 
comprennent au moins Tune des sequences en acides amines de h-BTrCP 
ci-apres : 

251-569, 
292-569, 
292-396, 
292-545 et 
1-291. 



8 



On prefere tout particulierement les fragments peptidiques denues en 
partie ou en totalite de la boite F ou ceux qui sont denues en partie ou en totalite 
des motifs WD. 

Un fragment peptidique particulierement prefere est le mutant delete 
5 des residus 32-179, denomme ci-apres pTrCPAF. 

La presente invention a egalement pour objet les sequences d'acides 
nucleiques, a savoir les sequences d'ADN genomique, les sequences d'ADNc ou 
d'ARNm qui comprennent ou sont constituees par un enchainement de nucleotides 
codant pour la proteine h-BTrCP ou pour Tun quelconque de ses fragments 
10 peptidiques tels que definis precedemment. 

L'invention concerne notamment les sequences d ! acides nucleiques 
codant pour la proteine h-BTrCP et ses fragments peptidiques decrits ci-dessus qui 
sont representees par : 

a) les sequences d'ADNc SEQ ID No.l codant pour ladite proteine h-pTrCP et 
15 des fragments d'acides nucleiques codant pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proteine h-8TrCP ou 

20 ses fragments ; et 

d) les sequences d'ARNm et d ADN correspondantes. 

Les proteines et fragments peptidiques selon l'invention peuvent etre 
obtenus par la technique du genie genetique qui comprend les etapes de : 

- culture d'un microorganisme transforme ou de cellules eucaryotes transformees a 
25 l'aide d'une sequence d'acides nucleiques selon Tinvention et 

- recuperation de la proteine ou du fragment peptidique produit par ledit 
microorganisme ou lesdites cellules eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de Thomme du metier. Pour plus de 
detail la concernant, on pourra se rdferer a l'ouvrage ci-apres : Recombinant DNA 
30 Technology I, Editors Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- York 
Academy of Sciences, volume 646, 1991. 
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lis peuvent egalement etre prepares par les syntheses peptidiques 
classiques bien connues de Thomme du metier. 

Les acides nucleiques selon l'invention peuvent etre prepares par 
synthese chimique et genie genetique en utilisant les techniques bien connues de 
5 l'homme du metier et decrites par exemple dans SAMBROOK et al. (supra). 

Par exemple, la synthese des sequences d'ADNc selon 1'invention peut 
etre effectuee par amplification des ARNm de cellules humaines a Taide de la 
methode PCR (Polymerase Chain Reaction), comme decrit par exemple par 
GOBLET et al. (Nucleic Acid Research, 17, 2144, 1989) en utilisant des 
10 oligonucleotides synthetiques comme amorces, definis a partir de la sequence 
d'ADN SEQ ID No.l. 

Le fragment d'acides nucleiques amplifie peut ensuite etre clone selon 
les techniques decrites dans AUSUBEL et al. (Current Protocols in Molecular 
Biology, chapter 3, supra). 
15 L'invention a egalement pour objet des animaux transgeniques 

exprimant un transgene de la proteine h-BTrCP de I'invention ou des animaux 
transgeniques dans lesquels le gene BTrCP a ete invalide. 

Ces animaux transgeniques ou invalides pour le gene de la proteine h- 
pTrCP pourront servir de modeles d'etude in vivo de la perturbation du cycle 
20 cellulaire et de la proliferation par Pabsence ou la surexpression du gene de la 
proteine h-fJTrCP ou de formes tronquees ou mutees de cette proteine, de la 
proteine Skplp, de la proteine Vpu, de la proteine IkB ou de la proteine 
(5-catenine. 

Ces animaux transgeniques sont obtenus par des techniques bien 
25 connues de Thomme du metier, telles que celles decrites dans Manipulating the 
mouse embryo: a laboratory manual. HOG AN, B., BEDDINGTON, R., 
COSTANTINI, F. & LACY, E. Cold Spring Harbor laboratory press, second 
edition, 1994. 

A titre d'animaux, on prefere les mammiferes tels que la souris ou le 

30 rat. 
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L'invention a egalement pour objet les microorganismes procaryotes et 
!es cellules eucaryotes transforrnes a I'aide d'un vecteur d'expression contenant une 
sequence d'ADN selon l'invention. Ce vecteur d'expression, qui peut etre par 
exemple sous la forme d'un plasmide, doit comporter, outre la sequence d'ADN de 
5 l'invention, les moyens necessaires a son expression, tels que notamment un 
promoteur, un terminateur de transcription, une origine de replication et de 
preference un marqueur de selection. La transformation des microorganismes et 
des cellules eucaryotes est une technique bien connue de Thomme du metier qui 
pourra aisement determiner, en fonction du microorganisme a transformer, les 
10 moyens necessaires a 1'expression de la sequence d'ADN selon l'invention. 

Le microorganisme prefere aux fins de Tinvention est E. coli alors 
qu'on utilise de preference Saccharomyces cerevisiae comme levure. 

A titre d'exemples de cellules eucaryotes qui conviennent aux fins de 
l'invention, on peut citer notamment les cellules COS, CHO, SF9, Jurkat, etc., 
15 toutes etant repertoriees a l'ATCC. 

L'invention a egalement pour objet les cellules eucaryotes co- 
transformees avec des vecteurs d'expression contenant d'une part la sequence 
d'ADN codant pour la proteine Vpu, pour la proteine Skplp, pour la proteine IkB 
ou pour les proteines P-catenine mutees, et d'autre part une sequence codant pour 
20 la proteine h-pTrCP, lesdits vecteurs d'expression contenant de plus des moyens 
utiles a leur expression, y compris dans le systeme double-hybride en levure. 

La presente invention a done egalement pour objet les agents 
antiviraux anti-HIV-1 qui sont constitues par les fragments peptidiques de la 
proteine h-BTrCP de l'invention qui ont conserve les proprietes d'interaction de la 
25 proteine h-pTrCP soit avec la proteine Vpu, soit avec la proteine Skplp. Ces 
fragments peptidiques sont denues de la boite F ou des motifs WD de sorte qu'ils 
ne peuvent plus interagir avec la proteine Skplp ou la proteine Vpu, 
respectivement. 

On peut encore citer, a titre d'agents antiviraux, d'agents antitumoraux 
30 ou d'agents anti-inflammatoires, des anticorps diriges contre la proteine h-BTrCP 
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de Tinvention et ses fragments peptidiques, ce qui constitue un autre objet de 
l'invention. 

Ces anticorps peuvent etre des anticorps monoclonaux obtenus par le 
procede bien connu de KOHLER et MILSTEIN (Nature, 256, 495-497, 1975) ou 
5 des anticorps polyclonaux obtenus selon les procedes classiques d'immunisation 
d'animaux (Antibodies, a laboratory manual. E. Harlow & D. Lane. Cold Spring 
Harbor laboratory press, 1988). 

On peut enfin citer comme agents antiviraux, agents antitumoraux ou 
agents anti-inflammatoires, les oligonucleotides antisens bloquant la transcription 
10 ou la traduction de la proteine h-BTrCP de Tinvention qui s'hybrident avec une 
sequence d'acides nucleiques telle que definie precedemment, ce qui constitue 
egalement un autre objet de la presente invention. 

Ces oligonucleotides antisens sont prepares par des techniques bien 
connues de Thomme du metier, telles que celles decrites par AUSUBEL et al. 
15 (Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley- 
Interscience, New- York, 1989, Mises a jour jusqu'en 1997). 

Les fragments peptidiques de h-BTrCP, qui possedent la boite F ou qui ont 
conserve a la fois les motifs WD et la boite F, peuvent etre utilises comme agents 
antitumoraux ou anti-inflammatoires. 

20 Les fragments peptidiques de h-BTrCP, qui sont depourvus de la boite 

F, peuvent etre utilises en therapie genique pour le traitement des maladies 
inflammatoires osteo-articulaires ou des syndromes inflammatoires aigues qui 
s'accompagnent d'une activation de NFkB induite par la liberation massive de 
TNFa lors de ces processus. 

25 Comme illustre sur la figure 7, l'expression de h-PTrCPAF est capable 

d'inhiber massivement par un facteur d'environ 20 fois Tactivation 
transcriptionnelle induite par TNFa. Done dans toutes les pathologies marquees 
par une reaction inflammatoire intense due a une liberation de TNFa, la h- 
pTrCPAF pourrait agir comme un puissant agent anti-inflammatoire. II y a par 

30 exemple actuellement plusieurs tentatives pour mettre en oeuvre une therapie 
genique de la polyarthrite rhumatoi'de, avec injection dans les articulations 16sees 
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de virus recombinants. On peut utiliser dans ces essais de therapie genique des 
syndromes inflamrnatoires, des vecteurs exprimant la h-^TrCPAF. Ces vecteurs 
pourront etre de plusieurs types (retrovirus, adenovirus ; ANDERSON F., Nature, 
392, 25-30, 1998). L'expression de la h-pTrCPAF pourra etre controlee par ses 
5 effets sur Tinhibition de Tactivation de NFkB par TNF. 

La presente invention a aussi pour objet l'utilisation de la proteine 
h-pTrCP ou des sequences decides nucleiques codant pour cette proteine ou pour 
ses fragments peptidiques pour le criblage d'agents therapeutiques susceptibles de 
moduler Tinteraction de la proteine h-pTrCP avec les proteines susceptibles d'etre 
10 degradees par le proteasome, en particulier pour le criblage : 

• d'agents antiviraux anti-HIV-1 susceptibles d'inhiber Tinteraction entre la 
proteine h-fJTrCP et la proteine Vpu et/ou d'inhiber Tinteraction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine Skplp, 

• d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou 
15 des processus de degradation des proteines dans des cellules humaines 

tumorales par modulation (inhibition ou activation) de Tinteraction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine Skplp, ainsi que par reactivation de 
Tinteraction entre la proteine h-pTrCP et les proteines p-catenine mutees dans 
les cellules tumorales ou entre la proteine (iTrCP et la proteine P-catenine 
20 normale dans les cellules tumorales depourvues de la proteine APC. 

• d'agents anti-inflammatoires capables de perturber l'activation du facteur de 
transcription NFkB par inhibition de Tinteraction entre la proteine 
h-pTrCP et la proteine IkB, 

• d'agents anti-Alzheimer capables de reduire le taux de degradation de la (3- 
25 catenine dans les cellules neuronales par inhibition de Tinteraction entre la 

proteine h-pTrCP et la proteine P-catenine. 

En effet, en perturbant les interactions Vpu/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-pTrCP, on peut : 

- soit inhiber la replication et la production du virus HIV-1 par des cellules 
30 infectees ; 
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- soit inhiber 1 'entree en phase S du cycle cellulaire et avoir un effet 
antiproliferatif. 

En perturbant les interactions IicB/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-pTrCP, on peut inhiber la degradation de la proteine IkB par le 
5 proteasome et done inhiber l'activation du facteur de transcription NFkB. 

Enfin, en activant 1'interaction p-catenine mutee/h-pTrCP, on peut 
activer la degradation de la {3-catenine accumulee dans les cellules tumorales. En 
inhibant l'interaction p-catenine /h-fJTrCP chez les patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer, on peut reduire Tapoptose des cellules neuronales. 

10 

Criblage de modulateurs de Tinteraction h-pTrCP/proteines 

On peut selectionner les agents antiviraux soit a partir de banques 
aleatoires de peptides, a la surface de phages (SCOTT J. et al., Science, 249, 386- 
390, 1990), soit en utilisant des oligonucleotides de synthese aleatoires selon la 
15 technique de type SELEX (TUERK et GOLD, Science, 249, 505-510, 1990). 
Cette technique permet d'isoler a partir d'un pool tres large d'oligonucleotides, 
ceux qui ont une grande affinite pour la proteine d'interet, dans le cas present la 
proteine h-pTrCP. lis sont denomrnes aptamers. Parmi ces aptamers, on pourra 
selectionner ceux qui inhibent les deux interactions Vpu/h-pTrCP et 
20 Skplp/hpTrCP par le criblage ci-apres. 

Le criblage defini ci-dessus peut par exemple etre realise en utilisant le 
systeme double-hybride en levure dans lequel des cellules de levure co-exprimant 
la proteine h-PTrCP selon Tinvention et Tune des proteines Vpu, IkB ou 
p-catenine, la proteine Skplp, sont cultivees sur des milieux selectifs appropries 
25 en presence de la substance a tester ; les milieux selectifs sont les milieux 
couramment utilises dans ce domaine et done bien connus de Thomme du metier. 

Le systeme double-hybride en levure est decrit par FIELDS et SONG 
dans Nature, 340-245-246, 1989 et dans le brevet US 5 667 973. Ce systfeme 
double-hybride, est base sur la detection des interactions proteine-proteine par 
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activation du gene rapporteur His ou LacZ sous le controle de domaines de 
1'activateur transcriptionnel Gal4 dans la levure. 

Dans ce systeme double-hybride, on cotransforme une levure par un 
vecteur double-hybride contenant TADNc de Tune des proteines et un vecteur 
5 contenant 1'ADNc de l'autre proteine, chacun desdits vecteurs contenant soit un 
domaine de liaison a l'ADN soit un domaine d'activation de la transcription. On 
fait ensuite exprimer par la levure les deux proteines dans un milieu de culture 
approprie, par exemple un milieu de culture sans histidine. L f interaction entre les 
deux proteines hybrides permet 1'activation du gene His3 et la croissance des 

10 levures sur un milieu sans histidine d'une part, ainsi que 1'activation du gene LacZ 
qui est revelee par une reaction colorimetrique specifique de la p-galactosidase. 
On peut done verifier Interaction lorsque les levures poussent sur un milieu sans 
histidine et lorsqu'on observe une reaction colorimetrique. 

On peut egalement utiliser le test du halo tel que decrit par Valtz & 

15 Peter (Meth-Enzymol-283, 350-365, 1997) pour detecter s f il y a interaction. 

On peut egalement utiliser des variantes du systeme double-hybride, 
telles que le systeme triple-hybride decrit par TIRODE et al. (J. Biol. Chem., 272, 
22995-22999, 1997), ou par COLAS et al. (Nature, 380, 548-550, 1996) dans 
lequel un peptide inhibiteur de 1' interaction peut etre exprime comme troisieme 

20 partenaire pour inhiber 1 'interaction des deux autres. Une banque de peptides 
aleatoires peut aussi etre utilisee de la sorte. 

On peut aussi utiliser le systeme reverse-hybride decrit par VIDAL et 
al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 10315-10320), dans lequel on selectionne non pas 
pour une interaction mais contre une interaction. On peut dans ce systeme, comme 

25 aans le systeme double-hybride classique, cribler des banques de petites molecules 
chimiques, y compris issues de la synthese chimique pour mettre, les levures co- 
transformees avec les vecteurs double-hybride ou reverse hybride porteurs des 
fusions avec la proteine Vpu, la proteine IkB, la 0-catenine, la proteine h-^TRCP 
ou la proteine Skplp, en presence de ces petites molecules a la recherche d'un 

30 inhibiteur des interactions Vpu-h-pTrCP et Skplp-h-pTrCP ou p-catenine- 
h-pTrCP ou encore lKB-h-0TrCP. 



15 



Les tests de criblage d'inhibiteurs d'interaction pourront egalement etre 
effectues en double-hybride par conjugaison (FROMONT- RACINE et al., Nature 
Genetics, 16, 277-282, 1997), par double-hybride membranaire (BRODER Y.C. et 
ah, Curr. Biol., 8, 1121-1124, 1998), et eventuellement, si les phosphorylations 
5 peuvent prendre place dans les bacteries, par double-hybride bacterien 
(KARIMOVA et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 95, 5752-5756, 1998). 

Ce criblage peut aussi etre effectue in vitro en utilisant Tune des 
proteines Vpu, IkB, 0-catenine, ou la proteine Skplp, et la proteine h-pTrCP, Tune 
des proteines etant immobilisee sur un support approprie et 1 'autre etant marquee 

10 par un moyen quelconque utilise dans les moyens de detection de substances 
biologiques, ce moyen de marquage pouvant etre par exemple un isotope 
radioactif, un agent luminescent, de la biotine ou un anticorps specifique. 

L'une des proteines sera de preference immobilisee sous la forme 
d'une proteine de fusion avec la gluthation S-transferase (GST) sur des billes 

15 d'agarose-gluthation ou en plaques de microtitration, la GST servant d'agent de 
couplage de ladite proteine sur les billes ou sur les puits des plaques. 

A cet effet, on peut utiliser notamment le test de scintillation a 
proximite (SPA) decrit par BOSWORTH et al. (Nature, 341, 167-168, 1989) et 
commercialise par Amersham. Ce test consiste a marquer par un element 

20 radioactif, par exemple le tritium, Tune des proteines et a immobiliser 1'autre 
proteine sur des billes magnetiques ou sur des billes d'agarose-gluthation. L'effet 
inhibiteur des substances a tester sur les interactions impliquant la proteine 
h-PTrCP peut etre facilement detecte sans separation des especes radioactives 
liees ou libres selon les protocoles decrits par BOSWORTH et al. (supra). 

25 On peut egalement utiliser la technique "Surface Plasmon 

Resonances" decrite par KARLSSON et al. (J. Immunol. Methods, 145, 229-233, 
1991) utilisant le Biacore commercialise par Pharmacia, pour isoler les inhibiteurs 
des interactions impliquant la proteine h-pTrCP selon l'invention. 

L'activite inhibitrice des agents antiviraux ainsi selectionnes pourra 

30 etre verifiee par des tests sur des cellules T CD 4 + ou sur des chimpanzes infectes 
par les virus HIV-1 ou SIV Cpz. 
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On peut egalement isoler les agents antitumoraux et les agents anti- 
inflammatories, ligands de la proteine h-£TrCP de l'invention, par les techniques 
double-hybride ou apparentees ou par interaction in vitro avec des banques 
combinatories de peptides ou autres produits chimiques, comme decrit 
5 precedemment. 

La specificite des agents antiviraux, antitumoraux ou anti- 
inflammatoires selectionnes par le test double-hybride peut etre ensuite 
determinee par culture de cellules de mammiferes, par exemple de cellules 
humaines transferees avec la proteine p-TrCP ou un fragment de celle-ci, en 
10 presence d'un gene rapporteur specifique de la proteine impliquee dans la 
pathologie que Ton souhaite traiter. 

Ainsi, pour la proteine IkB, on pourra utiliser des cellules humaines 
provenant des lignees cellulaires Hela, 293, 293T, etc. et le gene rapporteur 
dependant des sites NFkB (3Enh->cB-ConA Luc) qui controle Texpression de la 
15 luciferase. 

Dans les cellules humaines non stimulees, la proteine pTrCP humaine 
est exprimee transitoirement a partir d'un vecteur d'expression eucaryote tel que 
pCDNA3 (Invitrogen) ou tout autre vecteur depression eucaryote, ayant insere 
l'ADN codant pour la proteine |3TrCP sous le controle d'un promoteur fort du 

20 cytomegalovirus CMV ou autre. Une quantite de l'ordre de 3^ig de ce vecteur qui 
permet Texpression de la proteine pTrCP sera cotransfectee par Tune des 
techniques courantes de transfection (phosphate de calcium, lipofectamine (Life 
technologies), electroporation (Ausubel et Sambrook, ci-apres) etc., avec l\ig d ! un 
vecteur rapporteur dependant (3Enh-KB-ConA luc) ou independant (RSV Luc ou 

25 ConA Luc) de sites NFkB qui controlent 1'expression du gene rapporteur 
luciferase. Des molecules capables d'inhiber Tinteraction h-PTrCP-lKB inhiberont 
Taugmentation d'expression de luciferase dans ce test. Ces inhibiteurs seront 
ajoutes au milieu de culture pendant au moins 6 heures, 24, 36 ou 48 heures apres 
la transfection. On pourra controler la specificite de ces inhibiteurs en verifiant 

30 qu'ils n f ont aucun effet sur RSV Luc ou ConA Luc. On pourra egalement utiliser le 
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systeme Dual luciferase de Promega, dans lequel on peut tester en meme temps 
deux vecteurs rapporteurs differents. 

Selon un protocole experimental similaire a celui decrit ci-dessus, 
mais avec des cellules stimulees, on pourra verifier que Tinhibition induite par 
5 l'expression du fragment h-|5TrCPAF sur l'activation transcriptionnelle TNF- 
dependante a ete annulee. 

Ainsi, dans ce second test, les cellules humaines sont cotransfectees 
avec l//g de vecteur rapporteur, soit 3Enh-icB-ConA Luc, soit ConA Luc ou RSV 
Luc, avec 3jug de pCDNA3 exprimant le fragment peptidique h-pTrCPAF, mutant 

10 de la pTrCP deletee de sa boite F. 24 a 48 h apres la transfection, les cellules sont 
traitees pendant 6 h au TNF ou a l'acide okadaique (OKA) qui sont de puissants 
activateurs de NFkB (BAUERLE et al., Cell, 1996, 87, 13-20). Le mutant 
h-pTrCPAF a un effet inhibiteur massif sur l'expression du rapporteur luciferase, par 
rapport a un plasmide controle transfecte dans les memes conditions. Cet effet est du 

15 a l'inhibition de la degradation de IkB induite par la liaison du mutant h-pTrCPAF 
en lieu et place de la proteine h-pTrCP sauvage endogene. De ce fait, un agent 
inhibiteur de l'interaction h-pTrCP-IicB inhibera aussi 1'interaction h-pTrCPAF-lKB, 
et done inversera Teffet inhibiteur du fragment h-pTrCPAF. Les inhibiteurs 
potentiels sont ajoutes au milieu dans les memes conditions que celles indiquees ci- 

20 dessus. On choisit dans les cellules stimulees au TNF ou a l'OKA, les inhibiteurs qui 
induisent une augmentation de l'expression du gene rapporteur. 

Apres avoir selectionne des inhibiteurs dans les deux tests precedents, 
on peut verifier dans un troisieme test qu'ils sont capables d'inhiber l'activation de 
NFkB induite par la stimulation des cellules au TNF ou a l'OKA. 

25 On traite avec les inhibiteurs potentiels les cellules transferees 

uniquement par 1 //g de vecteur rapporteur (3Enh-icB-ConA Luc) et stimulees 
pendant 6 h au TNF ou a l'OKA. Ces inhibiteurs, pour etre specifiques, ne devront 
avoir d'effet que sur les vecteurs rapporteurs dependants de IkB, et non sur les 
autres vecteurs rappporteurs (ConA ou RSV). 
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Pour la p-catenine, on pourra utiliser des cellules humaines provenant 
des lignees ci-dessus transforrnees avec la p-catenine rnutee ou le fragment 
peptidique de pTrCP depourvu de la boite F en presence du vecteur Top-TK-Luci 
qui contient un multimere de sites TCF-LEF repondant k la P-catenine ou 
5 Fop-tk Luci qui contient un multimere mute inactif et qui ne repond plus a la 
p-catenine. 



Detection de mutations de B-catenine 

De plus, comme on peut aisement distinguer une P-catenine mutee 

10 oncogenique de la p-catenine sauvage par le fait que la premiere, contrairement a 
la seconde, est incapable de se Her a la p-TrCP en double-hybride, on peut detecter 
des mutations de la p-catenine dans les tumeurs humaines, par mesure en double- 
hybride de l'interaction avec la P-TrCP. 

Ce test est interessant car on constate des mutations de la 

15 p-catenine dans de nombreux cancers, tels que cancer du colon, melanome, 
hepatocarcinomes, etc. La seule maniere de detecter ces mutations jusqu'a present 
a ete de sequencer la p-catenine a partir de RT-PCR sur TARN des tumeurs 
etudiees. Pour plus de securite, plusieurs sequences double brins doivent etre 
faites dans ce test de Tart anterieur. De plus, Texistence d'une mutation ne signe 

20 pas en elle-meme le caractere oncogenique de cette mutation. II pourrait s'agir d ! un 
polymorphisme sans aucun lien avec la tumorigenicite. 

L'avantage du test double-hybride avec la proteine P-TrCP permet 
d'obtenir dans des delais equivalents a ceux necessaires a l'obtention d'une 
sequence, une reponse claire quant au pourcentage de sequences oncogeniques 

25 mutees de la p-catenine detectees a partir de TARN tumoral. Sur un grand nombre 
de colonies, le pourcentage de formes oncogeniques de la P-catenine incapables 
d'interagir avec la p-TrCP, par rapport aux formes sauvages qui interagissent avec 
la P-TrCP, peut etre determine precisement. Le test peut s'effectuer dans un temps 
equivalent a celui necessaire pour Tobtention de quelques sequences, et pour un 

30 cout reduit. 
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Les etapes de ce test sont les suivantes : 
1- Preparation de TARN total d'une biopsie d'une tumeur et du tissu sain 
environnant comme controle, par Tune des diverses techniques ou kits de 
preparation de TARN (AUSUBEL et al., Current protocols in Molecular Biology). 
5 2- Amplification par RT-PCR a partir des echantillons ARN, des sequences 0- 
catenine de la tumeur et du tissu sain environnant, en utilisant un couple 
d'oligonucleotides permettant l'amplification soit uniquement de la partie N- 
terminale (1-130) qui contient les mutations oncogeniques les plus frequemment 
rencontrees (RUBINFELD, B. et al., Science, 275, 1790-1792, 1997 ; 
10 DE LA COSTE et al., Proc. NatLAcad.Sci. USA, 95, 8847-8851, 1998), soit de 
l'ensemble de la sequence codante de la p-catenine. 

3- Insertion de ces fragments amplifies par ligation dans un des vecteurs 
double-hybride, comme par exemple pGAD1318, de maniere a obtenir une fusion 
en phase avec le domaine d f activation de la transcription de Gal4, ou du domaine 

15 equivalent d'activation de la transcription ou de liaison a l'ADN code par le 
vecteur double-hybride utilise. 

4- Transformation de bacteries de diverses souches appropriees et etalement de 
la totalite de la transformation sur milieu LB-ampicilline. 

5- Recueil de l'ensemble des colonies et minipreparation de plasmide 
20 (AUSUBEL, supra). 

6- Des levures L40 ou toute autre souche de levure appropriee, seront 
cotransformees par le plasmide contenant les sequences fi-catenine de la 
minipreparation ci-dessus avec un hybride de fusion contenant la (JTrCP, par 
exemple pLexA-pTrCP, dans lequel la |3TrCP est fusionnee au domaine de liaison 

25 a l'ADN de LexA. Un essai double-hybride est effectue sur l'ensemble des 
colonies obtenues, par exemple par etalement des levures cotransformees sur 
milieu DO-W-L, puis transfert des colonies sur milieu selectif pour la detection 
des interactions, c'est-a-dire milieu DO-W-L-H, ou en presence de X-Gal pour la 
detection des interactions par production de P-galactosidase (BARTEL P. & 

30 FIELDS S., Meth. Enzymol., 254, 241-263, 1995). 
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Les reactifs necessaires pour ce test sont les suivants : 

1- Un vecteur pGAD1318 predigere aux sites appropries pour inserer le 
fragment amplifie obtenu par RT-PCR. 

2- Les oligonucleotides appropries pour amplifier la sequence de la p-catenine 
5 et inserer ensuite les sequences 0-catenine amplifiees. Les oligonucleotides 

amorces pour l'amplification seront choisis en fonction du mode d'insertion du 
fragment amplifie et des sites retenus. 

3- Le plasmide pBTM116-PTrCP exprimant la pTrCP en fusion avec le 
domaine de liaison a TADN de LexA. 

10 4- A titre de controle des plasmides codant pour des hy brides de fusion avec 
des proteines controles, par exemple pLexRas et pGAD1318Raf. 

On pourra egalement, pour ce test, appliquer la technique de "Gap 
repair" (SCHWARTZ, H., et al. Mutation detection by a two-hybrid assay., Hum. 
Mol. Gen., 7, 1029-1032, 1998) pour inserer la sequence du fragment amplifie de 
15 la (3-catenine dans le vecteur double-hybride et transformer directement des 
levures sans passer par l'etape de transformation prealable dans les bacteries. 

L'invention va maintenant etre decrite en detail a l'aide de 1'expose 
experimental ci-apres. 

Une grande partie des techniques decrites dans ces exemples, bien 
20 connues de Thomme du metier, est exposee en detail dans Touvrage de 
SAMBROOK et al. {supra) ou dans l'ouvrage de AUSUBEL et al. {supra). 

La description ci-apres sera mieux comprise a l'aide des figures 1 & 12 
sur lesquelles : 

- la figure 1A est la photographie d'une boite de Petri montrant la 
25 croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 
Vpu c + VBP1 ; Vpu c + h-pTrCP ; Vpu c _2/6 + h-^TrCP ; Vpu c ; 
h-pTrCP + Vpu c et h-fJTrCP + CD4 C sur milieu en presence d'histidine (His+), 
sur milieu en Tabsence d'histidine (His-) et sur milieu en presence du substrat de la 
p-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 
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- la figure IB est la photographie d ! un gel (Northern blot) montrant 
3 ARNm de la proteine h-fSTrCP de rinvention ; 

- la figure 1C est la photographie d'un immunoblot montrant 
l'expression de la proteine h-pTrCP de 1'invention ; 

5 - la figure 2 donne les sequences de 4 proteines, h-£TrCP de 

rinvention et fJTrCPl de Xenopus, Met30p de Saccharomyces cervisiae et Scon2p 
de Neurospora crassa ; 

- la figure 3 est la photographie d'un gel SDS-PAGE 15% montrant 
Tinteraction entre Vpu c et la proteine h-|3TrCP de rinvention produite in vitro ; 

10 - la figure 4 est la photographie d'une boite de Petri montrant la 

croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 
Skplp + h-pTrCP ; Skplp +h-pTrCP-A7W ; Skplp + VBP1 et Skplp + CD4 C sur 
milieu en presence d ! histidine (His+), sur milieu en l'absence d'histidine (His-) et 
sur milieu en presence du substrat de la {3-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 

15 - la figure 5 est une representation schematique de la degradation du 

recepteur CD4 induite par la proteine Vpu presentant le reseau d'interactions decrit 
precedemment ; 

- la figure 6 est la photographie d'une boite de Petri montrant la 
croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 

20 pTrCP + IkBcl ; p-TrCP + IkBcx S32-36AA ; pTrCP + Raf ; Ras + IkBcx ; pTrCP 
+ Vpuc et Ras + Raf sur milieu His+, sur milieu His- et l'expression de j5-Gal ; 

- la figure 7 est une representation graphique montrant l'expression de 
la luciferase (exprimee en unites de lumiere par \ig : RLU/^g de proteine ) dans 
les cellules transferees avec les constructions h-pTrCP et h-pTrCPAF et les 

25 plasmides de controle et les vecteurs rapporteurs ci-apres : 3Enh-KB-ConA luc ; 
ConA luc ; RSV luc ; 

- la figure 8 est la photographie d'un immunoblot montrant la detection 
de la proteine IkB phosphorylee ou non phosphorylee et la proteine h-pTrCP ou le 

fragment h-p-TrCPAF, en presence d'anticorps anti-lKBa, anti-lKBa-S32® et 
30 anti-Myc ; 
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- la figure 9 est la photographie d'un immunoblot montrant la detection 
de la proteine IkB phosphorylee ou non phosphorylee avec la proteine h-PTrCP ou le 

(?) 

fragment h-PTrCPAF, en presence d'anticorps anti-lKBa-S32 w et anti-lKBa ; 

- la figure 10 est la photographie d'une boite de Petri montrant la 
5 croissance de cellules de levure cotransformees par les plasmides contenant 

PTrCP + pCat wl30 ; PTrCP + pCat wl30 S33-37AA ; pTrCP-2 + pCatwuo ; 
pTrCP-2 + pCati-130 S33-37AA et PTrCP + pCat sur milieu His+, sur milieu 
His- et Texpression p-Gal ; 

- la figure 11 est une represention graphique dormant Texpression de la 
10 luciferase (RLU/(xg proteine) dans les cellules transferees avec le plasmide 

pcDNA3, les plasmides contenant P-Cat AN, pTrCP, P-TrCPAF, KIA 696 (0- 
TrCP-2) et KIA 696 AF (P-TrCP2AF) ; 

- la figure 12 est la photographie d'un immunoblot montrant l'etude de 
la stabilite de la proteine p-catenine detectee avec des anticorps anti-pCat sous 

15 Tinfluence de Texpression de la proteine h-PTrCP ou du fragment h-pTrCPAF 
detectes par Tanticorps anti-Myc. 

Exemple 1 : Criblage double-hybride en levure / mise en evidence de la sequence 
d'ADNc de la proteine h-BTrCP et de la proteine h-BTrCP 

20 On a choisi comme cible le domaine cytoplasmique de la proteine Vpu. On a 
procede a la fusion des residus d'acides amines 28 a 81 de la proteine Vpu de 
Tisolat LAI de HIV-1 avec le domaine de fixation de TADN de Gal4 (Gal4BD). La 
banque d'ADNc criblee etait celle des cellules Jurkat (lignee lymphocytaire T 
humaine, ATCC n°TIB 152) et elle a ete fusionnee au domaine d'aciivation de 

25 Gal4 Gal4AD) dans le vecteur pGAD1318 (BENICHOU et al. J. Biol. Chem., 
269, 30073-30076, 1994). 

Le clone de 1,3 kb qui a ete isole initialement par le systeme double-hybride 
(denomme VBP1) code pour un ADN complementaire partiel. Cet ADNc partiel 
code pour un fragment de 319 acides amines correspondant au domaine 

30 C-terminal de la proteine h-BTrCP. II contient sept motifs repetitifs suivis d'une 
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queue C-terminale de 24 acides amines. Ces motifs repetitifs, qui sont connus, 
sont denommes motifs WD parce que leur extremite se termine habituellement par 
la sequence Trp-Asp (WD). On notera que les motifs WD sont impliques dans des 
interactions proteine-proteine (NEER et al. 5 Nature, 371, 297-300, 1994). 
5 Le clone ainsi isole a ete caracterise par sequengage d'ADN sur sequenceur 
automatise Applied Biosystem connu sous la denomination 
ABI 373A. La technique de sequengage d'ADN est bien connue de Thomme du 
metier et est decrite notamment dans Touvrage SAMBROOK et al., "Molecular 
Cloning : a Laboratory Manual" Ed. Cold Spring Harbor Press, NY, 1989. 

10 Une recherche dans les banques d'ADNc a montre que ce clone est l'homologue 
d'une sequence codant pour la proteine BTrCP de Xenope identifiee prealablement 
par SPEVAK et al. (Mol. Cell. Biol., 13, 4953-4966, 1993). 

L'ADNc complet (2,1 kb) de la proteine h-BTrCP, qui a la SEQ ID No. 1, a ete 
obtenu par la technique de polymerisation en chaine (PCR) sur une preparation de 

15 plasmide correspondant a la banque d'ADN complementaires de cellules Jurkat, 
telles que definies precedemment, dans le vecteur pGAD1318. 

En plus des sept motifs WD identifies dans le fragment C-terminal, la proteine 
h-BTrCP entiere selon l'invention possede un domaine N-terminal d'environ 250 
acides amines. Le fragment N-terminal contient un motif pour lequel un consensus 

20 a ete recemment defini sous le terme de boite F et dont le role serait de cibler des 
proteines vers la machinerie de degradation des proteines mediee par l'ubiquitine 
grace a l'interaction de proteines contenant cette boite F avec la proteine Skplp 
(BAI et al., 1996, supra). 

Ainsi la proteine h-BTrCP, par ses motifs WD, est d'une part capable d'interagir 

25 avec la proteine Vpu, et d'autre part possede un motif boite F qui interagit avec la 
proteine Skplp et est done capable de cibler les proteines vers les voies de 
degradation par le proteasome. 

La proteine h-(3TrCP possede 569 acides amines et comprend une boite F et 
sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la suivante : 

30 
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- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisieme motif WD : acides amines 343-372, 
5 - quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 516-544. 

On a recherche si la proteine ainsi isolee avait une quelconque homologie avec 
10 des proteines deja connues en utilisant la technique, bien connue de I'homme du 
metier, d'alignement des sequences selon le programme de MACAW (SCHULER 
et al., Proteins : structure, function and genetics, 9, 180-190, 1991). 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2 qui montre que la proteine 
h-pTrCP a une homologie : 
15 • de 88% avec la proteine x-pTrCPl de Xenopus, 

• de 33% avec la proteine Met30p de Saccharomyces cerevisiae, inhibiteur de 
transcription implique dans la biosynthese, 

• de 31% avec la proteine Scon2p de Neurospora crassa. 

La figure 2 montre egalement l'emplacement de la boite F et des motifs WD. 

20 

Exemple 2 : Clonage de I'ADNc de la proteine h-PTrCP 

L'ADNc de la proteine h-pTrCP ayant la SEQ ID N° 1 a ete amplifie par 
PCR a partir de 2 fig d'ADN du plasmide de la banque d'ADNc pGAD en utilisant 
deux tours d'amplification, le couple externe d'amorces pour le premier tour etant 
25 constitue de Tamorce sens A ayant la SEQ ID N° 3 (dans pGAD1318) et de 
l'amorce antisens B ayant la SEQ ID N° 4 (dans VPB1) et le couple interne 
d'amorces pour le deuxieme tour 6tant constitue de Tamorce sens C ayant la 
SEQ ID N° 5 (dans pGAD1318) et de l'amorce antisens D ayant la SEQ ID N° 6 
(dans VPB1). 
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A la suite de cette procedure, on a isole un fragment de 1,4 kb, sousclone dans 
le plasmide pGAD-VBPl sous la forme d'un fragment 5'Spel-3'BglII, pour 
reconstituer le clone pGAD-h-f$TrCP. 

Les sequences codant pour VBP1 (residus d'acides amines 251 a 569 de la 
5 proteine h-pTrCP) ou codant pour la proteine h-pTrCP entiere ont ete sousclonees 
dans les vecteurs pGBT9, pGEX4T2 (Pharmacia) ou pCDNA3 (uniquement pour 
la proteine h-PTrCP) (Invitrogen) en utilisant des procedures standards. 

Exemple 3 : Interaction specifique de la proteine Vpu avec la proteine h-pTrCP 
10 Les resultats experimentaux qui demontrent l'interaction specifique de la 
nouvelle proteine humaine BTrCP avec la proteine Vpu sont illustres sur la 
figure 1. 

3a- Interaction entre la proteine Vpu et la proteine h-BTrCP par le crible 
double-hvbride decrit precedemment . 

15 La figure 1A demontre l'interaction, par la technique double-hybride, de la 
region C-terminale de la proteine h-BTrCP (VBP1) issue de la banque d'ADNc de 
cellules Jurkat (ligne 1) ou de la proteine h-BTrCP entiere (ligne 2) fusionnee au 
domaine d'activation de Gal4, avec le domaine cytoplasmique de Vpu fusionne au 
domaine de liaison a 1'ADN de Gal4 ou vice-versa (ligne 5). L'interaction se 

20 manifeste par l'activation des deux genes rapporteurs His3 et LacZ ; le gene His3 
permet la pousse des levures en Tabsence d'histidine (panneau -His), et le gene 
LacZ induit la production de B-galactosidase manifestee par la coloration bleue en 
presence du substrat X-Gal (panneau B-Gal). Cette interaction est specifique 
puisqu'elle n'est pas retrouvee entre la proteine Vpu et le vecteur seul (ligne 4), ou 

25 entre la proteine h-BTrCP et une autre proteine telle la region cytoplasmique de 
CD4 (ligne 6). Le panneau + His est un panneau controle qui montre que toutes 
les combinaisons, y compris lorsqu'il n'y a pas d'interaction, poussent en presence 
d'histidine. 

II faut noter que la proteine h-BTrCP n'interagit pas avec un mutant de la 
30 proteine Vpu inactif, Vpuc-2/6 (ligne 3), clone mute sur les deux residus serine 
Ser 52 et Ser 56, qui sont essentiels pour l'activite de Vpu (MARGOTTIN et al, 
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1996, supra). Ce resultat demontre qu'il y a correlation entre la capacite de Vpu a 
interagir avec la h-BTrCP et son activite. 

3b- Mise en evidence de I'expression de la proteine h-ftTrCP par analyse 
"Northern Blot" . 

5 Par analyse "Northern Blot" d'ARNm de differentes lignees cellulaires 
humaines en utilisant une sonde 5\ on a trouve que plusieurs ARN messagers 
(ARNm) hybrident avec une sonde correspondant a h-BTrCP (Fig. IB). Ces 
ARNm de tailles respectives 2,4 kb, 3,5 kb et 7 kb, sont retrouves dans tous les 
tissus humains testes. Cette multiplicity d , ARNm est reminiscente de la situation 
10 decrite par HUDSON et al. (Dev. Genet., 19, 190-198, 1996) pour les ARNm de 
la BTrCP de Xenope, pour laquelle 3 ARNm differents de tailles respectives 
voisines de celles trouvees ici pour les ARNm de la h-BTrCP ont ete rapportes. 

3c- Mise en evidence de I'expression de la proteine h-ftTrCP par analyse 
"Immunoblot". 

15 Des anticorps anti-peptidiques anti-h-pTrCP (Abs) ont ete produits chez des 
lapins par immunisation avec le peptide de synthese 275-293 correspondant au 
premier motif WD de la proteine h-PTrCP. Ces anticorps Abs ont ete purifies par 
affinite par adsorption sur 30 \xg de la proteine de fusion GST-VBP1, exprimee 
chez £. Coli a partir du vecteur pGEX-VBPl et immobilisee apres 

20 electrobuvardage sur une membrane de nitrocellulose. Les anticorps Abs purifies 
ont ensuite ete elues par l'eluant glycine.HCl, pH 3,0, neutralises avec du tampon 
1M TRIS, pH 8,0, et utilises pour une analyse, par la technique de Western blot, 
de I'expression de la proteine h-^TrCP dans les cellules humaines Sup Tl (Tl), 
dans les reticulocytes de lapins (RRL) et dans les lysats de membrane 

25 microsomique canine (CMM). 

La Figure 1C montre I'expression de la proteine h-BTrCP detectee dans un lysat 
de cellules T humaines de la lignee Sup Tl ( ligne 1), de reticulocytes de lapin de 
Promega (ligne 3), par la technique "Western blot" en utilisant les anticorps anti- 
h-BTrCP diriges contre le peptide 275-293 obtenus precedemment. En revanche 

30 aucune proteine correspondant a la h-BTrCP n'a pu etre detectee dans des 
membranes de microsomes de pancreas de chien de Promega (ligne 2). La taille de 



27 



la proteine h-BTrCP detectee ( 60 kD) indique que le clone d'ADNc de h-BTrCP 
qui a ete caracterise et qui est represents sur la figure 2 est capable de coder pour 
la proteine h-BTrCP entiere. 

5 Exemple 4 : Cartographie des sites d'interaction entre Vpuc et la proteine 
h-BTrCP 

Les sites d'interaction entre le domaine cytoplasmique de la proteine Vpu 
(Vpuc) et la proteine h-BTrCP de Tinvention ont ete determines de la fa?on 
suivante. 

10 Au niveau de Vpuc, il a ete montre que la mutation des serines aux positions 52 
et 56 (clone Vpuc-2/6) abolissait integralement Interaction entre Vpu et h-BTrCP. 

Au niveau de h-BTrCP, les resultats d'interaction double-hybride avec le 
domaine cytoplasmique de Vpu et les differents mutants decrits ci-apres montrent 
que Tensemble des motifs WD et la queue C-terminale sont requis pour une 
15 interaction optimale, comme indique dans le tableau ci-apres. 
Les mutants utilises sont les suivants : 

• VPBI-AWt (clone VPB1 dont le premier domaine WD a ete delete ; residus 292 
a 569), qui correspondent a un fragment Bglll-Xhol de VBP1, 

• VPBI-AW4.7 (clone VPB1 dont les domaines WD 4 a 7 ont ete deletes ; residus 
20 292 a 396), et 

• VPBl-AC-ter (clone VPB1 dont la queue C-terminale apres le 
7" mc domaine WD a ete deletee ; residus 292 a 545) 

par PCR en utilisant respectivement Tamorce sens C, decrite precedemment, et les 
amorces antisens E et F suivantes dans VBP1. 
25 Amorce E : SEQ ID N° 7 
Amorce F : SEQ IND N° 8. 

Le mutant h-pTrCP-A7W (clone h-BTrCP dont les sept domaines WD ont et<5 
deletes ; residus 1 a 291) a ete construit en inserant un fragment Spel-Bglll a 
partir de la proteine h-pTrCP dans le vecteur pGAD1318 et le mutant pTrCPAF 
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(residus deletes : 32 a 179) a €lt obtenu par deletion du fragment AvrII-Asp718 de 
la proteine h-pTrCP avec conservation du cadre de lecture. 

On a verifie que l'interaction entre les proteines Vpu et h-pTrCP pouvait avoir 
lieu in vitro par le procede suivant : les deux proteines ont ete introduites dans du 
5 lysat de reticulocytes de lapins (RRL). Les complexes Vpu/pTrCP formes in vitro 
ont ete identifies par co-immunoprecipitation en utilisant des anticorps 
anti-h-pTrCP diriges contre le peptide 553-569, prepares par le meme procede que 
celui utilise pour obtenir les anticorps anti-h-PTrCP diriges contre le peptide 275- 
293. 

10 La figure 3 illustre Interaction in vitro entre les proteines Vpu et h-pTrCP. La 
ligne 1 montre que la proteine Vpu n ! est pas reconnue par Tantiserum 
anti-h-PTrCP, tandis que la ligne 5 montre qu'elle precipite en presence d'un 
antiserum anti-Vpu. La ligne 2 montre que les anticorps anti-h-PTrCP sont 
capables de coprecipiter la proteine Vpu co-traduite in vitro avec la proline 

15 h-pTrCP. La ligne 4 montre que le double mutant de Vpu mute sur les positions 
Ser52 et Ser56, incapable d'induire la degradation de CD4, n ! interagit pas avec la 
proteine h-pTrCP, et n ! est done pas coprecipite par des anticorps anti-h-pTrCP ? 
tandis que les lignes 6 et 7 montrent que ce mutant Vpu c _2/6 est traduit avec la 
meme efficacite que la proteine Vpu. 



20 



29 




30 



Exemplc 5 : Interaction entre la proteine h-BTrCP et la proteine Skplp 

Afin de demontrer que le motif boite F etait bien fonctionne! et pouvait done 
effectivement servir au ciblage vers le proteasome par Tintermediaire de la 
proteine Skplp, on a realise un test double-hybride entre le domaine N-terminal de 
5 la proteine h-fJTrCP et la proteine Skplp, ce qui a permis de mettre en evidence 
une interaction entre la proteine h-{3TrCP et la proteine Skplp. 

La proteine humaine Skplp decrite dans BAI et al. (1996, supra) a ete 
sousclonee dans le vecteur pLexlO pour une analyse d ! interaction avec la proteine 
h-pTrCP dans la souche de levure L40 (VOJTEK et al. Cell, 74, 205-214, 1993). 

10 La figure 4 illustre les resultats obtenus. La ligne 1 de la figure 4 montre tout 
d'abord que la proteine h-pTrCP interagit avec la proteine Skplp. La ligne 2 
montre que le domaine N-terminal suffit a obtenir Interaction, alors que la ligne 3 
montre que Tabsence du domaine N-terminal de la proteine h-fJTrCP dans VBP1 
fait perdre toute interaction avec la proteine Skplp. Ces resultats sont des 

15 arguments supplementaires importants en faveur d'un role de la proteine h-fJTrCP 
dans la degradation mediee par la proteine Vpu du recepteur CD4, et egalement 
corroborent les resultats de FUJITA et al. (1997, supra) et de SCHUBERT et al. 
(1997, supra) montrant que la degradation du recepteur CD4 induite par la 
proteine Vpu devrait avoir lieu dans le proteasome. II est a noter que le domaine 

20 cytoplasmique de CD4 est incapable de se lier directement a la proteine Skpl 
(ligne 4). 

Exemple 6 : Modele du reseau d'interactions implique dans la degradation du 
recepteur CD4 

25 La degradation du recepteur CD4 induite par la proteine Vpu est effectuee par 
le reseau d'interactions a) entre la proteine Vpu et le recepteur CD4, b) entre la 
proteine Vpu et les motifs WD de la proteine h-pTrCP et c) entre la boite F de la 
proteine h-0TrCP et la proteine Skplp, cette derniere interaction permettant d) le 
ciblage du complexe Vpu/CD4 vers le proteasome. 

30 Ce reseau d'interactions est illustre schematiquement sur la figure 5. 
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Cest par l'intermediaire d'un tel reseau d ! interactions que la degradation du 
recepteur CD4 par le proteasome via la proteine Vpu est provoquee. 

La degradation du recepteur CD4 permet la liberation de la proteine 
d'enveloppe Gpl60 et done la liberation du virus HIV-1 infectieux. 
5 Un des moyens pour empecher le developpement du virus HIV-1 chez le 
patient atteint consiste done a empecher la degradation du recepteur CD4. Un des 
moyens pour empecher cette degradation au vu du procede de degradation ci- 
dessus consiste a rechercher des inhibiteurs, ou agents antiviraux anti-HIV, 
inhibant Interaction soit entre la proteine Vpu et la proteine h-pTrCP, soit entre 
10 la proteine h-^TrCP et la proteine Skplp par les procedes decrits precedemment. 

Exemple 7 : Interaction entre la proteine h-ftTrCP et la proteine IkB 

Pour ce test double-hybride en levure, on a fusionne les proteines decrites ci- 
dessous, soit au domaine d'activation de la transcription de Gal4 (Gal4D), soit au 
15 domaine de liaison de l'ADN de LexA : 

- pTrCP = proteine humaine pTrCP de la presente invention, 

- iKBa , 

- IkBcx S32-36A = mutant de IkBcc au niveau des serines S32 et S36 de sorte 
qu'il n ! y a pas phosphorylation, 

20 - Ras = proteine controle, 

- Raf = proteine controle, 

- Vpuc = proteine Vpu cytoplasmique telle que decrite precedemment. 

Les resultats experimentaux qui demontrent l'interaction specifique de la nouvelle 
proteine humaine pTrCP avec la proteine IkB sont illustres sur la figure 6. 
25 Grace a ce test double-hybride, il est montre que : 

- les deux proteines h-PTrCP et IkB sont capables d'interagir, 

- l'interaction h-(3TrCP/lKB est specifique des deux hybrides puisque, lorsque 
Tun des deux hybrides est remplace par un hybride avec une autre proteine telle 
que Gal4AD-Raf ou LexABD-Ras, il n'y a plus d f interaction, alors que ces deux 

30 hybrides controles sont capables d'interagir, et 
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- cette interaction est perdue quand les residus serines S32 et S36 de la proteine 
IkB sont mutes en residus non phosphorylables comme Alanine. 

Dans ce test, on a egalement observe une interaction entre la proteine VPu du 
virus HIV-1 et la proteine h-pTrCP. 

5 

Exemple 8 : Interaction iKB/h-ftTrCP en cellules humaines : modulation de 
l'activation transcriptionnelle de genes rapporteurs de Tactivite NFkB par 
l'expression de la proteine h-BTrCP ou de son fragment h-BTrCPAF 

Dans des cellules non stimulees (NS) de la lignee cellulaire 293, la proteine 

10 pTrCP humaine ou le fragment h-0TrCPAF sont exprimes transitoirement a partir 
d'un vecteur depression eucaryote tel que pCDNA3 (Invitrogen), ayant insere 
l'ADNc codant pour la proteine h-PTrCP sous le controle d'un promoteur du 
cytomegalovirus fort (CMV). Une quantite de 3 fig de ce plasmide, qui permet 
l'expression de la proteine h-pTrCP ou du fragment h-pTrCPAF, est cotransfectee 

15 par lipofectamine (Life technologies), avec 1 fig d'un vecteur rapporteur 
dependant (3Enh-KB-ConA Luc) ou independant (RSV Luc ou ConA Luc) de sites 
NFkB qui controlent l'expression du gene rapporteur luciferase. 

Les resultats obtenus (Figure 7) montrent que le fragment h-pTrCPAF est 
capable d'agir comme un transdominant negatif. Le fragment h-PTrCPAF inhibe 

20 par competition avec la pTrCP endogene, 1'activition de NFkB induite par le TNF 
ou l'acide okadaique (OKA). Cette activation de NFkB est mesuree par l'activite 
d'un gene rapporteur sous le controle d'un promoteur qui a trois sites de fixation a 
NFkB (3Enh-KB-ConA Luc) (Arenzana et al., 1993, J. Virol., 67, 6596-6609). En 
revanche, la proteine h-pTrCP a un effet activateur sur Tactivation de NFkB. La 

25 proteine h-pTrCP ou le fragment h-pTrCPAF n'ont aucun effet sur la transcription 
d'un gene rapporteur dirige par un promoteur ne contenant pas de sites NFkB 
(RSV Luc) (Invitrogen). 



30 



33 



Exemple 9 : Utilisation d'anticorps specifiques pour la mise en evidence de 
Interaction entre la proteine h-BTrCP et la proteine IkB endogene des cellules 
293 ou Hela, et de ses consequences sur la stabilite de la proteine IkB 

La stabilite des formes phosphorylees dlKB a ete analysee dans des cellules 
5 293 transferees par un plasmide controle, par un plasmide pcDNA (Invitrogen) 
exprimant la proteine h-pTrCP ou par un plasmide pcDNA exprimant le fragment 
h-pTrCPAF, la proteine h-PTrCP et le fragment h-pTrCPAF ayant ete fusionnes a 
Tepitope myc en C-terminal de ce vecteur pcDNA. Apres 36 heures, on a stimule 
les cellules 293 avec du TNF en presence de 100 //g/ml de cycloheximide 

10 (inhibiteur de la synthese proteique). On a separe les proteines cytoplasmiques en 
gel polyacrylamide denaturant au SDS, puis on les a transferees sur une membrane 
de nitrocellulose et incubees, soit avec l'anticorps monoclonal 10B dirige contre la 
partie amino-terminale d'iKB et reconnaissant toutes les formes de la proteine 
(a-lKBa ; JAFFRAY et al., Mol. Cell. Biol., 15, 2166-2172, 1995), soit avec un 

15 anticorps polyclonal reconnaissant specifiquement les formes phosphorylees 

® 

d'licB (a-IjcBa-S32 ; 9241S, New England Biolabs), soit avec un anticorps monoclonal 
anti-myc dirige contre l'epitope myc fusionne a h-^TrCP et h-pTrCPAF et 

montrant Texpression de ces derniers dans les cellules transfectees (a-Myc ; 

SC40AC, Santa Cruz), en realisant un Western blot (WB). 

20 Les resultats obtenus (figure 8) montrent que Texpression du mutant 

h-pTrCPAF s'accompagne de l'inhibition de la degradation de IkB normalement 

induite par le TNF. Sous Tinfluence de l'expression de h-pTrCPAF, les formes 

phosphorylees s'accumulent, comme montre par la reactivite des anticorps 

a-lKBa-S32 w (panneau de droite). 
25 La proteine h-pTrCP, au contraire, active la degradation de IicBa (panneau du 
milieu). Le panneau inferieur concernant l'anticorps a-Myc est un panneau temoin 
qui montre l'expression des proteines h-pTrCP et h-pTrCPAF. 

On a egalement confirme Tinteraction h-pTrCP-lKB par une experience 
d'immunoprecipitation. 
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Pour ce faire, on a transfecte des cellules Hela avec un plasmide pcDNA 
controle exprimant la £-galactosidase (£-Gal), la proteine h-pTrCP (£TrCP) ou le 
mutant h-pTrCPAF (pTrCPAF), h-pTrCP et h-pTrCPAF ayant <5te fusionnes avec 
un epitope myc en C-terminal. Apres 36 heures, on a stimule les cellules Hela 
5 pendant 15 minutes par le TNF en presence d'inhibiteurs du proteasome (z-LLL-H) 
(PALOMBELLA, V. et al., Cell, 78, 773-789, 1994) (z-LLL-H + TNF ; 
reaction +), ou laissees sans stimulation (reaction -). On a ensuite procede soit a 
un immunoblot direct apres separation des proteines du lysat cellulaire par gel 
denaturant SDS et transfert sur une membrane de nitrocellulose incubee avec 

(ft 

des anticorps a-lKBa-S32 w (panneau superieur), soit a une immunoprecipitation avec 
des anticorps a-Myc suivie d'un immunoblot comme indique ci-dessus avec 

Tanticorps a-lKBa- S32®ou 1'anticorps a-lKBa . 

Les resultats sont indiques sur la figure 9, sur laquelle le panneau superieur 
reprend les resultats uniquement du Western blot et les deux panneaux inferieurs 
15 ceux de rimmunoprecipitation-Western blot, et le panneau de droite donne le 
patron de migration des formes phosphorylees induites par le traitement au TNF 
sur des cellules Hela controles. 

La figure 9 montre, par des experiences de co-immunoprecipitation de la 
proteine h-pTrCP ou du fragment h-0TrCPAF fusionnes avec Tepitope myc, que 
20 seule la forme phosphorylee de IkBcx et non la forme non phosphorylee, est 
associee a la proteine h-pTrCP (colonne 4). Cette association est surtout revelee 
grace a Tinhibition de la degradation induite par le mutant 
h-pTrCPAF (colonnes 5 et 6), et a Tutilisation d'inhibiteurs du proteasome 
(z-LLL-H). 

25 

Exemple 10 : Interaction entre la proteine h-BTrCP et la proteine ft-catenine 

Pour ce test double-hybride, on a fusionne les ADNc codant pour les proteines 
decrites ci-dessous, soit au domaine d'activation de la transcription de Gal4 
(Gal4AD), soit au domaine de liaison a TADN de LexA (LexABD) : 
30 - pTrCP = proteine humaine pTrCP de la presente invention, 
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- KIAA0696 (pTrCP-2) = proteine humaine pTrCP isolee par ISHIKAWA et 
al. (DNA Research, 5, 169-176, 1998), 

- pCatt-no = proteine P-catenine normale (domaine N-terminal ; 1-»130), 

- pCati_*i3o S33-37AA = proteine p-catenine oncogene mutee sur les residus 
5 serine S33 et S37 de sorte qu'il n'y a pas phosphorylation, 

- pCat = proteine P-catenine normale entiere, 

Les resultats experimentaux qui demontrent qu'il existe une interaction 
specifique de la nouvelle proteine humaine pTrCP avec la proteine p-catenine 
sont illustres sur la figure 10. 
10 Grace a ce test double-hybride, il est montre que : 

- les deux proteines h-pTrCP et pCati— 1 30 sont capables d'interagir, 

- Tinteraction h-pTrCP/pCati-* 130 est perdue quand les residus serine S33 et 
S37 sont mutes en residus non phosphorylables (p-catenine oncogene), et 

- la pTrCP-2 n'est pas capable de reagir ni avec la p-catenine non mutee, ni 
15 avec la p-catenine mutee. 

II est a noter qu'on observe egalement une interaction, entre la proteine P- 
catenine entiere et la proteine h-pTrCP. 

Exemple 11 : Activation de la transcription du gene rapporteur TCF/LEF par 
20 expression de la B-catenine mutee ou de h-6TrCP AF dans les cellules humaines 
293. 

On a transfecte des cellules HEK 293 avec le vecteur rapporteur Top-TK-Luci, 
qui contient un multimere de sites TCF-LEF ou le vecteur rapporteur Fop-TK- 
Luci, qui contient rn multimere controle inactif de sites TCF-LEF. Ces 
25 constructions sont cotransfectees avec le vecteur d'expression pCDNA3 
(Invitrogen), soit vide comme controle, soit exprimant un fragment oncogenique 
de la p-catenine, a savoir la P-catenine depourvue de la partie 
N-terminale p-catAN, soit exprimant la proteine h-pTrCP ou le fragment 
pTrCPAF. L'activite luciferase est mesuree 24 h apres la transfection et normalisee 
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a une activite Renilla Luciferase controle obtenue par co-transfection de cellules 
avec le vecteur RSV- Renilla (Promega). 

Les resultats obtenus, qui figurent sur la figure 11, montrent que le fragment 
h-pTrCPAF induit une activation d'un gene rapporteur controle par un promoteur 
5 TCF/LEF, qui repond a des modifications de niveau d'expression de la P-catenine 
(Morin PJ. et al. 1997, Science, 275, 1787-1790). Ceci indique que la degradation 
de la p-catenine est inhibee par expression du mutant h-pTrCPAF. Par contre, en 
ce qui concerne la proteine KIAA 0696 p-TrCP2 dans le meme systeme de gene 
rapporteur, l'effet positif induit par le KIAA 0696 AF (PTrCP2AF) est beaucoup 
10 plus faible que celui obtenu avec la construction equivalente pTrCPAF. 

L'ensemble de ces resultats demontrent done que e'est la proteine h-PTrCP de 
I'invention, et non la proteine KIAA 0696, qui est le mediateur de la degradation 
de la P-catenine. 

15 Exemple 12 : Etude de l'expression de la proteine h-BTrCP ou du fragment 
h-BTrCPAF sur la stabilite de la B-catenine endogene des cellules Hela 

On a transfecte des cellules Hela avec les quantites d'ADN indiquees sur la 
figure 12, exprimant soit la proteine h-pTrCP, soit le fragment h-pTrCPAF 
fusionnes a l'epitope myc en C-terminal dans un vecteur pcDNA (Invitrogen). 

20 Apres 24 heures, on a lyse les cellules et on a separe les proteines cellulaires sur 
gel de polyacrylamide denaturant SDS, on les a transferees sur membrane de nitro- 
cellulose et on les a incubees soit avec un anticorps anti-P-catenine (a-pCat), soit 
avec un anticorps anti-myc pour la detection de Texpression de la proteine h- 
pTrCP ou du fragment h-pTrCPAF (a-Myc) er. realisant un Western blot (WB). 

25 Les resultats sont indiques sur la figure 12 et montrent que Texpression de la h- 
PTrCP augmente la degradation de la P-catenine (colonne du milieu), alors que 
Texpression du mutant h-pTrCPAF inhibe la degradation de la P-catenine et 
conduit a son accumulation dans les cellules (colonne de droite). 

II est a noter que, dans la colonne C, on montre un controle de cellules Hela 

30 non transferees ; et Tasterisque indique, par le marquage non specifique d'une 
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proteine cellulaire du lysat de cellules Hela que, approximativement, h meme 
quantite de proteines cellulaires a ete deposee dans toutes les pistes. 
Les resultats corroborent ceux montres dans Texemple precedent. 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENE RALES : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101, Rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL : 75654 Cedexl3 



(ii) TITRE DE L' INVENTION: Proteine humaine PTrCP de ciblage 

des proteines vers les voies de degradation par le proteasome 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2151 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 70. . 177 6 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



TGCGTTGGCT GCGGCCTGGC ACCAAAGGGG CGGCCCCGGC GGAGAGCGGA CCCAGTGGCC 60 

TCGGCGATT ATG GAC CCG GCC GAG GCG GTG CTG CAA GAG AAG GCA CTC 108 
Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu 
15 10 

AAG TTT ATG AAT TCC TCA GAG AGA GAA GAC TGT AAT AAT GGC GAA CCC 156 
Lys Phe Met Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro 
15 20 25 

CCT AGG AAG ATA ATA CCA GAG AAG AAT TCA CTT AGA CAG ACA TAC AAC 204 
Pro Arg Lys lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn 
30 35 40 45 

AGC TGT GCC AGA CTC TGC TTA AAC CAA GAA ACA GTA TGT TTA GCA AGC 252 
Ser Cys Ala Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser 
50 55 60 

ACT GCT ATG AAG ACT GAG AAT TGT GTG GCC AAA ACA AAA CTT GCC AAT 300 
Thr Ala Met Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn 
65 70 75 



GGC ACT TCC AGT ATG ATT GTG CCC AAG CAA CGG AAA CTC TCA GCA AGC 34 8 

Gly Thr Ser Ser Met lie Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser 
80 85 90 

TAT GAA AAG GAA AAG GAA CTG TGT GTC AAA TAC TTT GAG CAG TGG TCA 396 
Tyr Glu Lys Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser 
95 100 105 

GAG TCA GAT CAA GTG GAA TTT GTG GAA CAT CTT ATA TCC CAA ATG TGT 444 
Glu Ser Asp Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys 
110 115 120 125 

CAT TAC CAA CAT GGG CAC ATA AAC TCG TAT CTT AAA CCT ATG TTG CAG 4 92 

His Tyr Gin His Gly His lie Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin 
130 135 140 

AGA GAT TTC ATA ACT GCT CTG CCA GCT CGG GGA TTG GAT CAT ATC GCT 540 
Arg Asp Phe lie Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His lie Ala 
145 150 155 

GAG AAC ATT CTG TCA TAC CTG GAT GCC AAA TCA CTA TGT GCT GCT GAA 588 
Glu Asn lie Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu 
160 165 170 

CTT GTG TGC AAG GAA TGG TAC CGA GTG ACC TCT GAT GGC ATG CTG TGG 636 
Leu Val Cys Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp 
175 180 185 

AAG AAG CTT ATC GAG AGA ATG GTC AGG ACA GAT TCT CTG TGG AGA GGC 684 
Lys Lys Leu lie Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly 
190 195 200 205 

CTG GCA GAA CGA AGA GGA TGG GGA CAG TAT TTA TTC AAA AAC AAA CCT 732 
Leu Ala Glu Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro 
210 215 220 

CCT GAC GGG AAT GCT CCT CCC AAC TCT TTT TAT AGA GCA CTT TAT CCT 780 
Pro Asp Gly Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro 
225 230 235 

AAA ATT ATA CAA GAC ATT GAG ACA ATA GAA TCT AAT TGG AGA TGT GGA 828 
Lys lie lie Gin Asp lie Glu Thr lie Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly 
240 245 250 

AGA CAT AGT TTA CAG AGA ATT CAC TGC CGA AGT GAA ACA AGC AAA GGA 876 
Arg His Ser Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly 
255 260 265 

GTT TAC TGT TTA CAG TAT GAT GAT CAG AAA ATA GTA AGC GGC CTT CGA 924 
Val Tyr Cys Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg 
270 275 280 285 

GAC AAC ACA ATC AAG ATC TGG GAT AAA AAC ACA TTG GAA TGC AAG CGA 972 
Asp Asn Thr He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg 
290 295 300 

ATT CTC ACA GGC CAT ACA GGT TCA GTC CTC TGT CTC CAG TAT GAT GAG 1020 
He Leu Thr Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu 
305 310 315 

AGA GTG ATC ATA ACA GGA TCA TCG GAT TCC ACG GTC AGA GTG TGG GAT 1068 
Arg Val He He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp 
320 325 330 



GTA AAT ACA GGT GAA ATG CTA AAC ACG TTG ATT CAC CAT TGT GAA GCA 1116 
Val Asn Thr Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu lie His His Cys Glu Ala 
335 340 345 

GTT CTG CAC TTG CGT TTC AAT AAT GGC ATG ATG GTG ACC TGC TCC AAA 1164 
Val Leu His Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys 
350 355 360 365 

GAT CGT TCC ATT GCT GTA TGG GAT ATG GCC TCC CCA ACT GAC ATT ACC 1212 
Asp Arg Ser lie Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp lie Thr 
370 375 380 

CTC CGG AGG GTG CTG GTC GGA CAC CGA GCT GCT GTC AAT GTT GTA GAC 1260 
Leu Arg Arg Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp 
385 390 395 

TTT GAT GAC AAG TAC ATT GTT TCT GCA TCT GGG GAT AGA ACT ATA AAG 1308 
Phe Asp Asp Lys Tyr lie Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr lie Lys 
400 405 410 

GTA TGG AAC ACA AGT ACT TGT GAA TTT GTA AGG ACC TTA AAT GGA CAC 1356 
Val Trp Asn Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His 
415 420 425 

AAA CGA GGC ATT GCC TGT TTG CAG TAC AGG GAC AGG CTG GTA GTG AGT 14 04 

Lys Arg Gly lie Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser 
430 435 440 445 

GGC TCA TCT GAC AAC ACT ATC AGA TTA TGG GAC ATA GAA TGT GGT GCA 14 52 

Gly Ser Ser Asp Asn Thr lie Arg Leu Trp Asp lie Glu Cys Gly Ala 
450 455 460 

TGT TTA CGA GTG TTA GAA GGC CAT GAG GAA TTG GTG CGT TGT ATT CGA 1500 
Cys Leu Arg Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys lie Arg 
465 470 475 

TTT GAT AAC AAG AGG ATA GTC AGT GGG GCC TAT GAT GGA AAA ATT AAA 154 8 

Phe Asp Asn Lys Arg lie Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys lie Lys 
480 485 490 

GTG TGG GAT CTT GTG GCT GCT TTG GAC CCC CGT GCT CCT GCA GGG ACA 1596 
Val Trp Asp Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr 
495 500 505 

CTC TGT CTA CGG ACC CTT GTG GAG CAT TCC GGA AGA GTT TTT CGA CTA 1644 
Leu Cys Leu Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu 
510 515 520 525 

CAG TTT GAT GAA TTC CAG ATT GTC AGT AGT TCA CAT GAT GAC ACA ATC 1692 
Gin Phe Asp Glu Phe Gin lie Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr lie 
530 535 540 

CTC ATC TGG GAC TTC CTA PJ.T GAT CCA GCT GCC CAA GCT GAA CCC CCC 1740 
Leu lie Trp Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro 
545 550 555 

CGT TCC CCT TCT CGA ACA TAC ACC TAC ATC TCC AGA TAAATAACCA 1786 
Arg Ser Pro Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr lie Ser Arg 
560 565 

TACACTGACC TCATACTTGC CCAGGACCCA TTAAAGTTGC GGTATTTAAC GTATCTGCCA 184 6 

ATACCAGGAT GAGCAACAAC AGTAACAATC AAACTACTGC CCAGTTTCCC TGGACTAGCC 1906 
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GAGGAGCAGG GCTTTGAGAC TCCTGTTGGG ACACAGTTGG TCTGCAGTCG GCCCAGGACG 
GTCTACTCAG CACAACTGAC TGCTTCAGTG CTGCTATCAG AAGATGTCTT CTATCAATTG 
TGAATGATTG GAACTTTTAA ACCTCCCCTC CTCTCCTCCT TTCACCTCTG CACCTAGTTT 
TTTCCCATTG GTTCCAGACA AAGGTGACTT ATAAATATAT TTAGTGTTTT GCCAGAAAAA 
AAAAA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 569 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu Lys Phe Met 
15 10 15 

Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro Pro Arg Lys 
20 25 30 

lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn Ser Cys Ala 
35 40 45 

Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser Thr Ala Met 
50 55 60 

Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn Gly Thr Ser 
65 70 75 80 

Ser Met lie Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser Tyr Glu Lys 
85 90 95 

Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser Glu Ser Asp 
100 105 110 

Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys His Tyr Gin 
115 120 125 

His Gly His lie Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin Arg Asp Phe 
130 135 140 

lie Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His lie Ala Glu Asn lie 
145 150 155 160 

Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala 7.1a Glu Leu Val Cys 
165 170 175 

Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp Lys Lys Leu 
180 185 190 

lie Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly Leu Ala Glu 
195 200 205 

Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro Pro Asp Gly 



1966 
2026 
2086 
2146 
2151 



210 



215 



220 
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Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro Lys lie lie 
225 230 235 240 

Gin Asp lie Glu Thr lie Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly Arg His Ser 
245 250 255 

Leu Gin Arg lie His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly Val Tyr Cys 
260 265 270 

Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys lie Val Ser Gly Leu Arg Asp Asn Thr 
275 280 285 

lie Lys lie Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg lie Leu Thr 
290 295 300 

Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu Arg Val lie 
305 310 315 320 

lie Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp Val Asn Thr 
325 330 335 

Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu lie His His Cys Glu Ala Val Leu His 
340 345 350 

Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys Asp Arg Ser 
355 360 365 

lie Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp lie Thr Leu Arg Arg 
370 375 380 

Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp Phe Asp Asp 
385 390 395 400 

Lys Tyr lie Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr lie Lys Val Trp Asn 
405 410 415 

Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His Lys Arg Gly 
420 425 430 

lie Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser Gly Ser Ser 
435 440 445 

Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala Cys Leu Arg 
450 455 460 

Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arg Phe Asp Asn 
465 470 475 480 

Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys Val Trp Asp 
485 490 495 

Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr Leu Cys Leu 
500 505 510 

Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu Gin Phe Asp 
515 520 525 

Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He Leu He Trp 
530 535 540 

Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro Arg Ser Pro 
545 550 555 560 

Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr He Ser Arg 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
CCAAACTGCG TATAACGCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GGTGAATCAA CGTGTTTAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GGATGATGTA TATAAC TATC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TTTATCCCAG ATCTTGATTG TGTTG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 
CCAGGATCCT TATACAACAT TGACAGCAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8 
CCAGGATCCT TAGTCCCAGA TGAGGATTG 



* 
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REVINDICATIONS 



1. Proteine humaine BTrCP (h-BTrCP) de ciblage des proteines vers les 
voies de degradation par Ie proteasome, caracterisee en ce quelle a la 
SEQ ID No.2. 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle est capable 
d'interagir avec les proteines susceptibles d'etre degradees par le proteasome, 
notamment celles qui possedent le motif de phosphorylation comprenant les 
acides amines Asp-Ser-Glu-Xaa-Xaa-Ser dans lequel Xaa est un acide amine 
naturel quelconque et dans lequel les residus serine sont phosphoryles. 

3. Proteine selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
est capable d'interagir avec la proteine Vpu du virus HTV-I ou avec les proteines 
cellulaires Ik|3 ou 0-catenine. 

4. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle est capable 
d'interagir avec la proteine Skplp. 

5. Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en 
ce qu'elle comporte les motifs ci-apres : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxieme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisieme motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrieme motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquieme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixieme motif WD : acides amines 467-492, 

- septieme motif WD : acides amines 516-544. 

6. Fragments peptidiques de la proteine selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5 resultant de l'addition, la suppression et/ou le remplacement 
d'un ou plusieurs acides amines, lesdits fragments peptidiques ayant conserve 
l'activite d'interaction avec la proteine Vpu du virus HIV-1, la proteine cellulaire 
IkB ou la proteine cellulaire P-cat6nine et/ou avec la proteine Skplp. 
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7. Sequences d'acides nucleiques codant pour la proteine humaine h-BTrcp 
et les fragments peptidiques selon Tune quelconque des revindications 1 a 6, 
caracterisees en ce qu'elles sont constitutes par : 

a) la sequence d'ADN SEO ID No.l et des fragments d'acides nucleiques codant 
5 pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ou un de ses fragments ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proteine humaine 

10 h-BTrcp ou les fragments de celle-ci ; et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

8. Utilisation de la proteine h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
1'une quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antiviraux 
anti-HIV-1 susceptibles d'inhiber l'interaction entre la proteine h-{JTrCP et la 

15 proteine Vpu. 

9. Utilisation de la proteine h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antiviraux anti- 
HIV-1 susceptibles d'inhiber l'interaction entre la proteine h-pTrCP et la proteine 
Skplp. 

20 10. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 

pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber l'interaction 
entre la proteine h-pTrCP et la proteine Vpu. 

11. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber l'interaction 

25 entre la proteine h-^TrCP et la proteine Skplp. 

12. Utilisation de la proteine h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou des processus de 
degradation des proteines dans des cellules humaines tumorales par modulation de 

30 l'interaction entre la proteine h-BTrCP et la proteine Skplp. 



47 



13. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7, 
pour le criblage d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle 
cellulaire ou des processus de degradation des proteines dans des cellules 
humaines tumorales par modulation de Tinteraction entre la proteine h-BTrCP et la 

5 proteine Skplp. 

14. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents anti- 
inflammatoires capables de perturber l'activation du facteur de transcription NFkB 
par inhibition de Tinteraction entre la proteine h-pTrCP et la proteine IkB. 

10 15. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la 

revendication 7 pour le criblage d'agents anti-inflammatoires capables de perturber 
l'activation du facteur de transcription NFkB par inhibition de Interaction entre la 
proteine h-PTrCP et la proteine IkB. 

16. Utilisation de la proteine h-0TrCP ou des fragments peptidiques selon 

15 Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
susceptibles de reactiver 1'interaction entre la proteine 
h-pTrCP et une proteine p- catenine mutee de cellules tumorales, ou entre la h- 
PTrCP et la p- catenine normale de cellules tumorales depourvues de la proteine 
APC. 

20 17. Utilisation des sequences decides nucleiques selon la 

revendication 7 pour le criblage d'agents antitumoraux susceptibles de reactiver 
interaction entre la proteine h-pTrCP et la proteine P- catenine mutee de cellules 
tumorales ou entre la h-0TrCP et la |3- catenine normale de cellules tumorales 
depourvues de la proteine APC. 

25 18. Utilisation de la proteine h-^TrCP ou des fragments peptidiques selon 

Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour le criblage d'agents anti-Alzheimer 
susceptibles de reduire le taux de degradation de la {5- catenine par inhibition de 
1'interaction entre la proteine h-pTrCP et la proteine p- catenine. 

19. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 

30 pour le criblage d'agents anti-Alzheimer susceptibles de reduire le taux de 
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degradation de la p- catenine par inhibition de Interaction entre la proteine h- 
pTrCP et la proteine p- catenine. 

20. Utilisation de la proteine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6 pour la detection par criblage en double- 

5 hybride en levure des mutations de la (5- catenine. 

21. Utilisation des sequences d'acides nucleiques selon la revendication 7 
pour la detection par criblage en double-hybride en levure des mutations de la 
P- catenine. 

22. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constitues par les fragments 
10 peptidiques de la proteine h-BTrCP selon la revendication 4 denues de la boite F. 

23. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constitues par les fragments 
peptidiques de la proteine h-BTrCP selon la revendication 7 denues des motifs 
WD. 

24. Anticorps diriges contre la proteine h-BTrCP ou les fragments 
15 peptidiques tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

25. Oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proteine h-BTrCP selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 qui s ! hybrident 
avec une sequence d'acides nucleiques selon la revendication 7. 

26. Agents antitumoraux qui sont constitues par les fragments peptidiques 
20 de la proteine h-BTrCP selon la revendication 7, qui possedent la boite F. 

27. Agents antitumoraux qui sont consitues par les fragments peptidiques de 
la proteine h-pTrCP selon la revendication 7 et qui ont conserve a la fois les 
motifs WD et la boite F. 

28. Agents anti-inflammatoires qui sont constitues par les fragments 
25 peptidiques de la proteine h-{3TrCP selon la revendication 7 denues de la boite F. 

29. Animaux transgeniques exprimant un transgene de la proteine h-BTrCP 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

30. Animaux transgeniques dans lesquels le gene BTrCP a ete invalide. 
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31. Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
decides nucleiques selon la revindication 7 et les moyens necessaires a son 
expression. 

32. Microorganismes ou cellules hotes transformes par un vecteur 
5 d'expression selon la revendication 31. 

33. Microorganismes ou cellules hotes co-transformes par un vecteur 
d'expression contenant le gene codant pour la proteine Vpu et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 



10 d'expression contenant le gene codant pour la proteine Skplp et un vecteur 

d'expression selon la revendication 31. 

35. Microorganismes ou cellules hotes co transformes par un vecteur 

d'expression contenant le gene codant pour la proteine IkB et un vecteur 

d'expression selon la revendication 31. 
15 36. Microorganismes ou cellules hotes cotransformes par un vecteur 

d'expression contenant le gene codant pour la proteine p-catenine oncogene et un 

vecteur d'expression selon la revendication 31. 



34. Microorganismes ou cellules hotes cotransformes par un 



vecteur 
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ABREGE DESCRIPTIF 



La presente invention concerne la proteine humaine 0-TrCP de ciblage des 
proteines vers les voies de degradation par le proteasome qui est capable 
d'interagir avec la proteine Vpu du virus HIV-1, avec les proteines cellulaires IkB 
et {3-catenine et avec la proteine cellulaire Skplp, ainsi que ses fragments 
peptidiques et les sequences decides nucleiques codant pour ladite proteine et ses 
fragments. 

Elle concerne egalement l'utilisation de la proteine humaine p-TrCP ou de 
ses fragments peptidiques pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV-1, et 
d'agents antitumoraux et d'agents anti-inflammatoires, les agents antiviraux, les 
agents antitumoraux, les agents anti-inflammatoires et les anticorps diriges contre 
ladite proteine et ses fragments peptidiques. 
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3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I £3 Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute\ I'actr 
d'application industrielle 



d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
Certains documents cites 
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III 
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IV 
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I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
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Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR99/001 96 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a 6\e r6d\g6 sur la base des Elements ci-apres (ies feuiiies de rempiacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse d une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -37 version initiate 

Revendications, N°: 

1 -36 regue(s) avec telecopie du 26/04/2000 

Dessins, feuilies: 

1/12-12/12 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilies : 

3. □ Le present rapport a e\6 formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t$ considerees 

comme allant au-del& de ('expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demands intemationale n° PCT/FR99/001 96 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
dapplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 -36 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -36 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1 -36 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et /ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de fa question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . L'examen de la presente demande a ete realise en assumant que la priorite 
revendiquee est valide. S'il devait se reveler que tel n'est pas le cas, des 
documents intermediates deviendraient alors pertinent pour juger de la 
brevetabilite de I'objet de la presente demande. 

2. II est fait reference aux documents suivants: 

D1: Nature 

Vol. 391, page 493-496, 1998 
D2: Cell 

Vol. 86, pages 263-274, 1996 

3. L'objet des revendications 1 -36 n'est pas decrit de maniere specifique dans I'art 
anterieur. Par consequent, ces revendications peuvent etre considerees comme 
nouvelles. 

4. Le document D1 est considere comme I'etat de la technique le plus proche des 
revendications 1 -3, 5-7, 29-32 et 36. 

Le probleme technique que se propose de resoudre la presente demande peut 
etre enonce comme etant de mettre a disposition un moyen de modulation du 
ciblage des proteines vers le proteasome. La presente demande se propose de 
resoudre le probleme pose par la mise a disposition de la proteine humaine de 
BTrCP. 

Le document D1 differe de I'objet des revendications 1-3, 5-7, 31, 32 et 36 en ce 
que ('implication de I'equivalent humain de la Slimb, proteine BTrCP de la 
drosophile, dans la degradation proteolitique de la B-catenine, n'est que suggeree 
dans D1 (page 496, paragraphe 2). De plus, il est connu dans I'etat de la 
technique que la proteine de type BTrCP de la drosophile, la proteine Slimb, et la 
proteine BTrCP de Xenope ont une tres haute homologie, ce qui soutient la 
conservation de la fonction chez ces proteines homologues (voir notamment 
description page 1, ligne 23 a page 2, ligne 13; D1, page 496, paragraphe 2). 
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RAPPORT D' EXAM EN Demand© international© n° PCT/FR99/001 96 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

D1 mentionne egalement la possible implication de la proteine BTrCP dans la 
suppression tumorale (page 496, paragraphe 2). 

En prenant en compte le probleme a resoudre, I'homme du metier, au vu de D1, 
testerait I'implication de la proteine humaine BTrCP dans le ciblage de la 13- 
catenine vers le proteasome. L'isolation de la proteine BTrCP humaine ne 
necessite la mise en oeuvre d'aucune activite inventive. Du fait de la tres haute 
conservation de sequence de la proteine BTrCP entre les differentes especes, par 
la mise en oeuvre des techniques connues d'hybridation notamment, I'homme du 
metier isolerait automatiquement un clone d'ADNc codant pour la BTrCP humaine 
de SEQ ID NO:2. Par la simple application de techniques couramment utilisees, 
I'homme du metier arriverait done sans necessiter la mise en oeuvre d'activite 
inventive a I'objet des revendications 1-3, 5-7, 29-32 et 36. Dans ce contexte, il 
est a noter que la reference a des proteines introduite par I'expression 
"notamment" (revendication 2) est introduite a titre d'exemple indicatif et en aucun 
cas exhaustif, et ne peut done etre considere comme limitant I'objet de la 
revendication concernee. Les revendications 1-3, 5-7, 29-32 et 36 ne sont done 
pas inventives. 

L'activite de la B-catenine, Taction de son accumulation dans les cellules ou de la 
diminution de son niveau dans les cellules neuronales, notamment, son connues 
dans I'etat de la technique (voir notamment description, page 5, lignes 3-24). Par 
('application plus en avant de ses connaissances et la mise en oeuvre de 
techniques couramment utilisees, I'homme du metier arriverait egalement a I'objet 
des revendications 16-21 et 24-27. Ces revendications ne sont done pas 
inventives. 

Le document D2 peut etre considere comme I'etat de la technique le plus proche 
des revendications 4, 6, 24 et 34. D2 se differencie de I'objet de ces 
revendications par le fait que I'interaction de la BTrCP avec la proteine Skplp n'y 
est que suggeree. 

D2 montre que la proteine Skplp est necessaire pour la proteolyse mediee par 
I'ubiquitine. Le motif Boite F, present dans la proteine BTrCP, est indispensable 
pour I'interaction avec Skplp et le ciblage des proteines vers le proteasome (voir 
notamment resume; figure 4A et 4B). De plus, D2 montre l'activite de la Skp1 p au 
niveau du controle du cycle cellulaire, mettant en evidence son action dans la 
proliferation cellulaire (page 266, colonne 2; page 271, colonne 2 a page 272, 
colonne 1). 
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Par consequent, au vu de D2, et en le combinant avec D1, 1'homme du metier 
arriverait a I'objet des revendications 4, 6, 22, 24 et 34. De plus, de part la relation 
mise en evidence dans D2 de I'activite de la proteine Skplp au niveau du controle 
du cycle cellulaire, I'homme du metier, par la simple mise en application de ses 
connaissances arriverait egalement a I'objet des revendications 9, 1 1-13 et 25-27. 
Les revendications 4, 6, 9, 11-13, 22, 24-27 et 34 ne sont done pas inventives. 
La dependance de la proteine Vpu de la presence d'une machinerie 
d'ubiquitination intacte pour sa mediation de la degradation du recepteur CD4, 
ainsi que I'activite de la proteine IkB comme inhibiteur du facteur de transcription 
NFkB et son ciblage vers les voies de degradation du proteasome sont connus 
dans I'etat de la technique (voir notamment, description, page 3; page 4, lignes 
23-30). Par consequent, au vu des enseignements precedemment cites et des 
relations connues dans I'etat de la technique entre proteines Vpu et IkB et 
proteasome, il aurait ete evident pour I'homme du metier de tester I'interaction de 
la proteine humaine BTrCP avec egalement la proteine Vpu et la proteine IkB, et 
ainsi de parvenir a I'objet des revendications 8, 10, 14, 15, 22, 23, 28, 33 et 35. 
Ces revendications ne sont done pas inventives. 

Par consequent, les revendications 1-36 ne remplissent pas les conditions de 
('Article 33(3) PCT. 



VI. Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10) 

1 . Trends in Genetics 

Vol. 14, No. 6, pp. 236-243, 1998 

2. Molecular Cell 

Vol. 1, No. 4, pp. 565-574, 1998 

3. Nature 

Vol. 396, No. 6711, pp. 590-594, 1998 

4. Oncogene 

Vol. 18, No. 4, pp. 849-854, 1999 

5. Molecular Biology of the Cell 

Vol. 9, No. suppl., page 240A, 1998 
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VIII. Observations relatives a la demande internationale 

1 . L'objet des revendications 2-4 pour lequel protection est recherchee (une 
proteine) n'est pas clairement defini, du fait que celui-ci n'est pas defini par des 
caracteristiques techniques. En effet, ces revendications sont enoncees de telle 
maniere que leur objet n'est defini que par le resultat a obtenir ("est capable 
de..."). Une telle definition n'est admissible que dans les conditions prevues par 
les Directives C-lll, 4.7 PCT. Les formulations ici utilisees ne sont cependant pas 
acceptables parce qu'il est possible de definir l'objet revendique dans des termes 
plus concrets, c'est a dire par la maniere dont le resultat peut etre atteint. Les 
revendications 2-4 ne remplissent done pas les conditions de I'Article 6 PCT. 

2. L'etendue des revendications 32-36 indue un note humain et devrait done etre 
limitee en consequence. 
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degrade de Ja ^c*tenine par inhibition de faction entre la proline 
h-0TrCP et la proline 0-catenine. 

20. Utilisa,™ de la pro teir,e h-pTrCP ou d« r rasnttMS ^ 
n~ queiconoue des reversions U 6 pour la detection par criWage „ double 
hybride en levure des muraiions de la 0-calewne. 

21. Utilisation des sequences d'aeides nucleus seton la revocation 7 
pour h detection par eriblagc en double-hybnde e„ levure d« options de !a 

22. Agents anHvirau, anti-HIV qui son, constirues par les fragrne.,,., 
peptide de la protein h-pTrCP selou la reversion 4 denues de la boite F 

23. Aleuts antivir^x ami-HIV qui SO n, constirues par to, fagroenu 
peptidiaues de la proteine h-fSTrCP sdo„ la revendicauon 7 denues des ractifs 
WD. 

24. Antxcorps dirig^s contre la proteine u-fiTrCP ou les fragments 
pepud.ques t ,l s qUe dSfinis dan* Tunc quekonque de.s revendications 1 a 6. 

25. Oligonucleotide* antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proteine h-pTrCP selon IW quelconque des revendications 1 a 6 qui ,'hybrident 
avec une sequence d'aeides nucieiqucs selon la rcvendication 7. 

26. Agents antitumoraux qui sent consuls par les fragments peptidiques 
de la proline h-pTrCP selon la revendication 7, qui possedent la boite F. 

27. Agents antitumor*,* qui .sent eonstitues par les fragment* peptidiques 
de la proteine h-^TrCP selon la revocation 7 et qui om conservd a la fois lcs 
motifs WD ct la boite F, 

28. Agents ami-inflammaroires qui SOfU consumes par les fragments 
peptides de la proteine h-(iTrCP selon la revendication 7 denue* de la boite F. 

29. Souris transgeniquei exprimant un transgene de (a proteine h-pTrCP 
selon 1'une quelconquc des revendications 1 a 6. 

30. Souris transgenics dans lesquels le gene pTrCP a ete invaJicfe. 
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31. Vecteur depression, earache cn cc qtfil coai p rcnd Une , 6qaCn(X 

dactdes nucleus selon fa revendication 7 ec l es moyens nccessaires a son 

expression. 

32. Microargao«m«.ou cellule, bote, transform* par un vectcur 
d expression selon la revendication 31. 

33. Microoxganisrnes ou cellules h6tcs conform* par u« vecteur 
depression contcnant le gone codant pour la proline Vpu et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 

34. Microorganisms -ou cellules h6te S cotransform6s par on vecteur 
d'expression contenam le genC codant pour la prot6me sicplp or un vecteur 
d expression 9eIon la revendication 3i. 

35. Microorganismes ou cellules notes cotransform* par un vecteur 
d'expression con*™ Ic gene codam pour la proteine IkB et un vecteur 
d expression selon la revendication 31. 

36. Microcystes ou cellules htas cotranstbnnes par un vecteur 
d'e XP re«.sion content le gene codant pour la proteine p^nine oncogene et un 
vecteur d'expression scion la revendication 31. 
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